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Zusammenfassung 
Die Familie der inhibitor of growth (ING) Proteine, die aus den fünf Mitgliedern 
ING1-5 besteht, scheint in unterschiedlichen zellulären Prozessen, wie der 
Transkription, der Replikation und der Apoptose involviert zu sein. Außerdem 
wurde eine reduzierte Expression einiger ING-Proteine in Tumoren 
beobachtet, ein Hinweis auf eine mögliche Funktion als Tumorsuppressoren.  
Für ING5 werden zwei Funktionen postuliert. Einerseits scheint ING5 eine 
Rolle in der Transkription zu spielen. So bindet ING5 über das PHD-Motiv in 
vitro an H3K4me3 und assoziiert mit den Histonacetyltransferasen HBO1 und 
MOZ/MORF. Andererseits ist bekannt, dass ING5 an MCM2 bindet und auch 
der HBO1-Komplex mit origins of replication assoziiert ist. Daher scheint ING5 
eine Funktion in der Replikation zu besitzen. Es wurde postuliert, dass ein Teil 
dieser Aktivitäten durch p53 vermittelt werden, mit dem ING5 interagiert.  
In der vorliegenden Arbeit sollten zum einen die ING5-Funktionen näher 
definiert und zum anderen die Regulation von ING5 durch Phosphorylierung 
untersucht werden. In Vorarbeiten war ING5 als mögliches Cyclin E/CDK2-
Substrat identifiziert worden und diese Phosphorylierung an Threonin 152 
wurde mittels phosphospezifischer Antikörper in Zellen validiert. Diese 
Phosphorylierung erfolgte zellzyklusabhängig in der S- und G2-Phase.  
Um die Funktion von ING5 weiter zu definieren wurden knockdown-
Experimente durchgeführt. Der ING5-knockdown induzierte Apoptose im 
Unterschied zu einem ING1-knockdown, der die Zellproliferation fördert. 
Entgegen der Erwartungen war dieser Effekt p53-unabhängig. Da Myc auch 
über Cyclin E/CDK2 reguliert wird und außerdem p53-unabhängig Apoptose 
induzieren kann, wurde Myc in Verbindung mit der ING5-induzierten Apoptose 
untersucht. So konnte ING5 als Interaktionspartner von Myc und als 
Regulator der Myc-vermittelten Apoptose identifiziert werden. Des weiteren 
wurde der Zusammenhang beider Proteine in der Transkription untersucht. 
Dabei konnte die Bindung von ING5 im Promoterbereich eines Myc-Zielgens 
nachgewiesen werden. Zukünftige Versuche werden zeigen inwieweit ING5 in 
die Regulation der Myc-vermittelten Transkription involviert ist. 
 
1 Einleitung 
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1 Einleitung 
1.1 Der Zellzyklus 
Der Zellzyklus ist seid 1855 ein Objekt der intensiven Forschung, als Virchow 
realisierte, dass eine neue Zelle aus einer bereits existierenden Zelle entsteht 
(Nurse et al., 1998). Für das Überleben eines multizellulären Organismus ist 
die Zellteilung und damit die Zellerneuerung fundamental. Dabei wird die 
DNA, die der genetischen Information zu Grunde liegt verdoppelt und auf die 
beiden identischen Tochterzellen aufgeteilt (Abb. 1.1). Die Verdopplung der 
DNA und damit verbundene Teilung der Zelle muss sehr kontrolliert ablaufen. 
Ein Netzwerk aus regulatorischen Proteinen übernimmt die Kontrolle über den 
Beginn und die Koordination des Zellzyklus (Morgan, 2008). 
 
Abb. 1.1: Der eukaryotische Zellzyklus 
Die zentralen Phasen des Zellzyklus starten mit der G1-Phase, in der die Voraussetzungen für die 
Teilung geschaffen werden, darauf folgt die Verdopplung der Chromosomen (S-Phase). Daran schließt 
sich die G2-Phase an, in der die Zelle auf die Zellteilung vorbereitet wird, gefolgt von der Trennung der 
Chromosomen und Kernteilung (Mitose) und der Zellteilung (Zytokinese) (Morgan, 2007). 
Die einzelnen Phasen des eukaryotischen Zellzyklus sind historisch nach dem 
Ablauf der chromosomalen Ereignisse definiert. Das Chromatin setzt sich 
zusammen aus langen dünnen Fasern aus DNA und Proteinen, die im eng 
gefalteten und aufgewundenen Zustand als Chromosom in der Mitose-Phase 
(M-Phase) sichtbar werden. In der S-Phase (Synthese-Phase), wird die DNA 
mittels semikonservativer Replikation verdoppelt. Die dadurch verdoppelten 
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Chromosomen werden als Schwester-Chromatiden bezeichnet und werden 
über den Multiproteinkomplex Cohesin zusammen gehalten (Abb. 1.1) 
(Yanagida, 2009).  
Die DNA-Replikation beginnt an spezifischen Positionen im DNA-Strang, die 
als replication origins bezeichnet werden. An diesen Stellen bindet der Pre-
Replikationskomplex. Dieser origin recognition complex (ORC) besteht aus 
mehreren Proteinuntereinheiten Orc1-Orc6, die für die Initiation der 
Replikation wichtig sind und bilden eine Plattform für die Bindung weiterer 
regulatorischer Proteine wie CDC6, CDC45 und Cdt1 (Yanagida, 2009). Die 
Bindung dieser Proteine führt zur Rekrutierung des großen Helikase-
komplexes aus MCM2-7 in der frühen G1-Phase. Bei dem Übergang in die S-
Phase werden CDC45, Cdc6 und Cdt1 inaktiviert und die MCM-Helikase kann 
die DNA entwinden und den DNA-Doppelstrang öffnen. Weitere Proteine der 
Replikationsmaschinerie binden und starten mit der komplementären 
Synthese des DNA-Doppelstrangs und erstellen eine vollständige Kopie der 
genetischen Information. Hierbei dient immer ein mütterlicher DNA-Strang als 
Matrize für den neusynthetisierten Tochter-Strang (Bell and Dutta, 2002).  
Zu der Chromosomenduplikation gehört nicht nur die Verdopplung der DNA 
sondern auch die vermehrte Expression von vielen Proteinen, wie z.B. den 
Histonen. Histone verpacken die DNA zu Chromatin, so dass am Ende der S-
Phase ein doppelter Chromosomensatz vorliegt. 
Während der Mitose werden die verdoppelten Chromosomen gleichmäßig auf 
die beiden neuen Tochterkerne aufgeteilt, dabei durchläuft die Zelle 
unterschiedliche Phasen, die als Pro-, Prometa-, Meta-, Ana- und Telophase 
bezeichnet werden. In der Prophase kondensiert das Chromosom weiter und 
die verdoppelten Centrosomen wandern zu den gegenüberliegenden 
Zellpolen. Aus den Centrosomen bilden sich in der Prometaphase die 
Spindelfasern. Diese mitotische Spindel ist eine Anordnung von bipolaren 
Proteinen, die als Mikrotubuli bezeichnet werden und vor allem aus Tubulin 
und assoziierten Proteinen bestehen. Die mitotische Spindel bindet an die 
Kinetochore, welche am Centromer der Schwester-Chromatiden sitzen. Das 
Kinetochor ist ein mehrschichtiger Proteinkomplex, der sich im Bereich des 
1 Einleitung 
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Centromers bildet und an dem die Spindelfasern anheften. Während der 
Metaphase, die den Mittelpunkt der Mitose darstellt, ist jedes Schwester-
Chromatid an Mikrotubuli der beiden Centrosomen gebunden.  
Die Ubiquitin-Protein Ligase APC (anaphase-promoting complex)  besteht aus 
mehreren Untereinheiten. Die Substratspezifität des Komplexes gewähr-
leisten die Untereinheiten CDC20 in der G2-Phase oder Cdh1 in der G1-Phase 
und sind so ein wichtiger Regulator des Zellzyklus. Beide Untereinheiten 
können über die Bindung des Proteins Emi1 inhibiert werden. Der APCCDC20 
Komplex führt zum Abbau des Proteins Securin (Hagting et al., 2002). Secruin 
ist ein Bindeprotein, welches die Protease Separase bindet und inhibiert.  
Durch den Abbau von Secruin wird die Separase aktiv und spaltet 
Untereinheiten der Cohesin-Komplexe, welcher die Schwester-Chromatiden 
zusammenhält.  
In der Anaphase wird so die Verbindung zwischen den Schwester-
Chromatiden gelöst und die getrennten Chromatiden werden zu den 
entgegengesetzten Polen mit Hilfe der Mikrotubli gezogen. 
Am Ende der Mitose befindet sich an jedem Spindelpol ein eigenständiges 
Set an Chromosomen, welches in der darauf folgenden Telophase in einen 
neuen Tochterkern verpackt wird. In der Cytokinese wird das Cytoplasma 
geteilt und die Zelle an einer Teilungsfurche eingeschnürt und getrennt, so 
dass zwei neue identische Tochterzellen entstehen (Abb. 1.1). 
Neben der S- und M-Phase enthält der Zellzyklus zwei zusätzliche 
Zwischenphasen (Gap-Phase). Die G1-Phase befindet sich unmittelbar vor 
der S-Phase und die G2-Phase befindet sich vor der M-Phase. Durch diese 
Gap-Phasen erhält die Zelle genügend Zeit sich auf die jeweils nächste 
Phase vorzubereiten. Zusätzlich liegen in der G1- und G2-Phase sehr wichtige 
Kontrollpunkte, die durch intra- und extrazelluläre Signale gesteuert werden 
können, so dass der Zellzyklus nur abgeschlossen wird bzw. voranschreitet, 
wenn die Kontrollpunkte inaktiviert wurden. 
Wenn die Bedingungen für ein Zellwachstum schlecht sind oder inhibitorische 
Signale von anderen Zellen ausgesendet werden, können Zellen die G1-
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Phase verlängern oder in eine so genannte Ruhe-Phase (G0-Phase) 
eintreten. In dieser Phase teilen sich die Zellen nicht mehr und differenzieren. 
Viele Zellen im menschlichen Körper befinden sich in diesem 
ausdifferenzierten und nicht mehr teilungsfähigen Status der G0-Phase. 
1.1.1 Das Zellzykluskontrollsystem 
Damit der Zellzyklus ohne Fehler ablaufen kann, gibt es Kontroll-
mechanismen, die das korrekte Fortschreiten von einer Zellzyklusphase zur 
nächsten gewährleisten. Von besonderer Bedeutung sind dabei spezifische 
Kontrollpunkte, an denen der Zustand der Zelle überprüft wird. Die zwei am 
besten untersuchten Kontrollpunkte sind diejenigen, die den Übergang von 
der G1- in die S-Phase und von der Metaphase in die Anaphase kontrollieren.  
Der erste Kontrollpunkt wird auch als Restriktionspunkt bezeichnet und ist 
definiert, als der Punkt, an dem der Zellzyklus unabhängig von externen 
mitogenen Stimuli wird (Blagosklonny and Pardee, 2002). 
Der zweite Kontrollpunkt ist erreicht, wenn die Kinetochore der Chromosomen 
mit den mitotischen Spindeln der gegenüberliegenden Centrosomen 
verbunden sind. 
 
Abb. 1.2: Die Cyclin/CDK Verteilung während des Zellzyklus 
Während der G1-Phase sind Cyclin D/CDK4 und Cyclin D/CDK6 aktiv und werden von Cyclin E/CDK2 
zum Übergang von der G1-Phase zur S-Phase abgelöst. In der S-Phase wird zusätzlich Cyclin A/CDK2 
gebildet und führt zum Übergang in die M-Phase, wo der Cyclin B/CDK1 Komplex gebildet wird 
(Malumbres and Barbacid, 2009). 
Die zentralen Proteine des Zellzykluskontrollsystems sind die Cyclin 
abhängigen Kinasen (CDKs). Diese Kinasen phosphorylieren Zielproteine und 
steuern so ihre Aktivität. Die Konzentration der CDKs bleibt über den 
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gesamten Zellzyklus konstant. Die Oszillation der Kinaseaktivität wird durch 
ihre Co-Faktoren, den Cyclinen, bestimmt. Cycline binden an die CDKs und 
führen so zur eigentlichen katalytischen Aktivität der Kinase. Sie werden in 
speziellen Phasen des Zellzyklus gebildet. Über die Expression oder auch 
den Abbau der Cycline wird daher auch die Aktivität der CDKs kontrolliert. 
Zusätzlich sind die CDKs und Cycline Ziel vieler Kinasen und Phosphatasen, 
die über Phosphorylierung und Dephosphorylierung den Komplex regulieren 
können. Durch die direkte Bindung von Proteinen an den Cyclin-CDK-
Komplex kann dieser zusätzlich reguliert werden (Abb. 1.2) (Tyson and 
Novak, 2008). 
In der G1-Phase werden zwei Klassen von Cyclinen exprimiert. Die erste 
Klasse bilden die D-Cycline (Cyclin D1, D2 und D3), die als Co-Faktoren an 
CDK4 und CDK6 binden. Zu der zweiten Klasse gehören die E-Cycline 
(Cycline E1 und E2), welche an CDK2 binden und den Eintritt in die S-Phase 
ermöglichen. Cyclin A und Cyclin B interagieren mit CDK2 und CDK1 und 
fördern das Durchlaufen der S-Phase und das Eintreten in die M-Phase 
(Morgan, 1995). (Abb. 1.3)  
Die Expression der D-Typ Cycline ist sehr stark abhängig von extrazellulären 
Signalen, so dass die D-Cycline eine Verbindung zwischen mitogenen Stimuli 
und der Zellzyklus-Maschinerie bilden. Im Gegensatz dazu sind die Cycline E, 
A und B hauptsächlich unabhängig von extrazellulären Signalen reguliert 
(Coqueret, 2002). 
1.1.2 Cyclin/CDK-Komplexe der G1-Phase 
In der frühen G1-Phase wird Cyclin D/CDK4 an Threonin 286 durch GSK3β 
phosphoryliert. GSK3β ist eine Kinase, die in ruhenden Zellen besonders 
stark exprimiert ist. Die Phosphorylierung von Cyclin D/CDK4 führt zum 
Ausschleusen des Proteinkomplexes aus dem Zellkern und dem Abbau im 
Cytoplasma (Diehl et al., 1998). Zusätzlich liegen auch noch inhibierende 
Proteine wie INK4 (p15) vor, die an CDK4 und CDK6 binden und diese so 
hemmen. Mitogene Stimuli wie z.B. EGF (epidermal growth factor) aktivieren 
über den Ras-MAP-Kinase-Signalweg die Expression von AP-1 und Myc. 
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Diese beiden Transkriptionsfaktoren aktivieren wiederum die Expression von 
Cyclin D2. Dadurch kommt es zu einem Anstieg des Proteinspiegel und einer 
Akkumulation von Cyclin D/CDK4 im Zellkern. Die aktiven Cyclin D/CDK-
Komplexe phosphorylieren in erster Linie pRB-Proteine (retinoblastoma 
protein). 
Die Familie der „Pocket-Proteine“, der pRB angehört (pRB, p107, p130) 
enthält einen Bereich, der durch CDKs hyperphosphoryliert werden kann und 
zur Inaktivierung der pRB-Proteine führt. Durch diese Modifikation verlieren 
die pRB-Proteine ihre Affinität zu den Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie. 
Es gibt aktivierende und hemmende E2F-Transkriptionsfaktoren. Die 
Repressor-E2Fs (E2F4 und E2F5) binden an Promoteren von G1/S-
spezifischen Genen und interagieren zusätzlich mit Mitgliedern der pRB 
Familie (p107, p130), wodurch die Repressorproteine auf dem Promoter 
gehalten werden. In diesem Zustand können die Zielgene nicht transkribiert 
werden. Die aktivierenden E2Fs (E2F1-E2F3) liegen in der G1-Phase nur in 
sehr geringen Mengen vor und sind an pRB gebunden und damit inaktiv. 
  
 
Abb. 1.3: Aktivität der einzelnen Cyclin/CDK Komplexe 
Cyclin E/CDK2 hat die Höchste Aktivität am G1/S-Phase Übergang. Die Aktivität von Cyclin A/CDK2 
steigt über die S-Phase an und fällt dann stark nach dem Übergang in die M-Phase ab. Mit dem 
Eintreten in die M-Phase steigt die Aktivität von Cyclin B/CDK1 stark an, erreicht zur Mitte hin das 
Aktivitätsmaximum und fällt dann wieder stark zum Ende hin ab (Hochegger et al., 2008). 
1.1.3 Cyclin/CDK-Komplex der G1/S-Phase 
Die Schlüsselregulation für den Übergang in die G1/S-Phase ist die 
Phosphorylierung von pRB und die damit verbundene Dissoziation von E2F. 
Durch die Dissoziation von pRB und E2F lösen einerseits die Repressor-E2Fs 
ihre Bindung zum Promoter, so dass andererseits die aktivierenden E2Fs die 
1 Einleitung 
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Transkription von Gene wie cdk2, cdk6, cyclin E, Mcm2, Mcm6 und E2F 
initiieren können. (Abb.3) (Leone et al., 1998). 
Für die pRB Proteine gibt es zwei Etappen der Phosphorylierung. Als erstes 
werden die pRB Proteine durch Cyclin D-abhängige Kinasen phosphoryliert, 
was im zweiten Schritt von G1/S-Cyclin-abhängigen Kinasen (Cyclin E) 
fortgesetzt wird. Erst dann ist die Aktivierung von E2F vollständig (Dyson, 
1998). Dadurch kann der erste Restriktionspunkt überschritten werden, da 
nun der Zellzyklus unabhängig von mitogen Stimuli wie EGF wird. Die 
Expression von Cyclin E alleine reicht nicht aus, um zu einer vollständigen 
Aktivierung von E2F zu führen, da Cyclin E in der frühen G1-Phase durch die 
Bindung an den CDK-Inhibitor p27 (Cip/Kip) inaktiviert ist. Um den 
Restriktionspunkt von der G1- in die S-Phase zu überschreiten, muss p27 
inaktiviert werden (Abb. 1.2). Dies geschieht einerseits durch die Bindung von 
Cyclin D/CDK4 an p27, so dass freies p27 dem System entzogen wird. 
Andererseits wird p27 nach mitogener Stimulation durch Kinasen, wie z.B. 
Akt, an Serin 10 und Threonin 157 phosphoryliert, was zur Folge hat, das  
p27 aus dem Zellkern exportiert wird. Im Cytoplasma wird p27 über das 
Ubiquitin-Proteasom-System, vermittelt durch die Ubiquitin-Protein Ligase 
KPC, abgebaut. Außerdem kann Cyclin E/CDK2 selber p27 an Threonin 187 
phosphorylieren. Diese Phosphorylierung führt im Zellkern über die Ubiquitin-
Protein-Ligase SCF zum proteasomalen Abbau (Vervoorts and Lüscher, 
2008).  
Weitere Substrate von Cyclin E sind z.B. CDC6 und CDC45. Durch die 
Phosphorylierung von CDC6 kann es nicht mehr über den APCCdh1-Komplex 
abgebaut werden und führt so zur Beladung des Chromatins mit dem Pre-
Replikationskomplex. Deswegen kann Cyclin E/CDK2 als direkter Regulator 
für den Start der Replikation (replication origin firing) gesehen werden 
(Mailand and Diffley, 2005). 
1.1.4 Cyclin/CDK-Komplexe der S/M-Phase 
Obwohl Cyclin A gleichzeitig mit Cyclin E transkribiert wird, findet nur eine 
langsame Akkumulation statt (Abb. 1.3). Das liegt daran, dass Cyclin A von 
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APCCdh1 erkannt und abgebaut wird. Im Verlauf der frühen S-Phase bindet 
Emi1 Cdh1 und führt zur Inaktivierung des APCCdh1-Komplexes. Emi1 gehört 
zu den Zielgenen von E2F und wird zum Beginn der S-Phase exprimiert. Mit 
ansteigender Cyclin A/CDK2-Konzentration werden Replikations-inhibierende 
Proteine wie p27, pRB und Cdh1 vermehrt phosphoryliert und inaktiviert, so 
dass die Replikation fortgesetzt werden kann.  
Außerdem phosphoryliert Cyclin A/CDK2 die Proteine E2F und CDC6, was zu 
ihrer Inaktivierung führt. Dies gewährleistet eine einmalige DNA-Replikation 
pro Zellzyklus. Des weiteren gibt es Hinweise, dass Cyclin A/CDK2 an der 
Chromosomenkondensation beteiligt ist und damit die frühen Schritte der 
Mitose einleitet (Furuno et al., 1999).  
In der frühen Prophase sind die ersten aktiven Cyclin B/CDK1-Komplexe im 
Cytoplasma nachweisbar und führen dort zur Centrosomenduplikation 
(Abb.1.3). In der späten Prophase wird das aktive Cyclin B/CDK1 in den 
Zellkern transloziert und führt dort zur Kernmembranauflösung. Nach 
Auflösung der Kernmembran hat die Zelle die Prometaphase erreicht und 
beginnt mit dem Abbau von Cyclin A über den aktivierten APCCdc20-Komplex 
(den Elzen and Pines, 2001). Der APCCdc20-Komplex wird über zwei 
wesentliche Schritte aktiviert. Erstens phosphoryliert Cyclin B/CDK1 Emi1 und 
führt zu dessen Abbau. Das Protein Emi1 bindet an Cdc20 und hemmt 
dessen Bindung zu APC. Zweitens wird APC selber durch Cyclin B/CDK1 
phosphoryliert, so dass ein aktiver APCCdc20-Komplex entstehen kann (van 
Leuken et al., 2008).  
Der zweite zentrale Kontrollpunkt ist erreicht, wenn die Kinetochore der 
Chromosomen mit den mitotischen Spindeln der gegenüberliegenden Polen 
verbunden sind. Wird der zweite Kontrollpunkt überschritten, dann wird das 
Bindeprotein Cohesin zwischen den Schwesterchromatiden durch die 
Separase gespalten (Hagting et al., 2002). Zusätzlich wird auch Cyclin 
B/CDK1 über einen negativen feedback-loop durch diesen Komplex 
abgebaut. Damit Zerstört APCCdc20 seinen eigenen Aktivator und liegt zum 
Ende der Anaphase im inaktiven Zustand vor (Morgan, 1999). Durch APCCdc20 
werden die negativen Regulatoren von Cdh1 wie Emi1 inaktiviert, so dass 
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wieder der aktive APCCdh1-Komplex entstehen kann und am Ende des 
Zellzyklus alle Cycline abgebaut werden und die Zelle in einen neuen Zyklus 
eintreten kann. 
1.2 Das Myc-Protein 
Das Myc-Onkoprotein spielt für die Zellproliferation eine zentrale Rolle. Es 
wurde vor mehr als 30 Jahren erstmals in Tumor-auslösenden Retroviren bei 
Hühnern entdeckt (Sheiness et al., 1978). Allen Retroviren war eine zelluläre 
Sequenz gemeinsam, die zur Transformation von myeloiden Zellen führte. 
Wegen der auslösenden Leukämie wurde das Protein Myc (myelomonocytic 
leukemia) genannt. Es gibt verschiedene Myc-Proteine, die eine sehr wichtige 
Rolle in der Kontrolle der Proliferation, des Wachstum, der Apoptose und der 
Differenzierung spielen (Eilers and Eisenman, 2008). Eine Fehlregulation von 
Myc geht häufig mit einer Tumorentstehung einher. In Säugetieren gibt es 
mehrere MYC-Gene inklusive MYC (das formal auch als c-MYC bezeichnet 
wird), MYCN und MYCL. Nur die beiden Proteine MYC und MYCN sind 
essentiell. MYCN und auch MYCL sind an der Embryonalentwicklung beteiligt 
und auch an der Reifung von Zellen des hematopoetischen und des 
neuronalen Gewebes zu finden (Grandori et al., 2000). Myc wird in allen 
Zellzyklusphasen von teilenden Zellen exprimiert. Während der 
Differenzierung der Zellen wird es herunter reguliert. Myc agiert als 
aktivierender Transkriptionsfaktor und bindet als Heterodimer mit Max (Myc-
associated factor X) an Promoteren von Zielgenen (Blackwood and 
Eisenman, 1991); (Blackwood et al., 1992). Es konnte gezeigt werden, dass 
Myc an der Regulation von etwa von 15% aller Gene beteiligt ist (Knoepfler, 
2007). 
Die Abbildung 1.4 zeigt eine schematische Darstellung des Myc-
Proteinaufbaus. Der Transkriptionsfaktor besitzt eine basic region/helix-loop-
helix/leucine zipper (bHLHZip) Domäne am Carboxyl-Terminus (C-Terminus). 
Über die HLH- und Zip-Domäne bindet Myc an den Interaktionspartner Max. 
Die basische Region ermöglicht die Bindung des Myc/Max-Komplexes an 
DNA-Sequenzen. Diese DNA-Sequenzen, die so genannten E-Boxen 
(enhancer-box) haben die spezifische Konsensussequenz 5’-CAC(G/A)TG-3’ 
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und befinden sich in Promoterbereichen von vielen Myc Zielgenen (Lüscher 
and Larsson, 1999). Zusätzlich kann der Myc/Max-Komplex jedoch auch 
unabhängig von E-Boxen an die DNA binden (Adhikary and Eilers, 2005).  
Am Amino-Terminus (N-Terminus) des Myc-Proteins befindet sich die 
Transaktivierungsdomäne (TAD), die für die Rekrutierung von Cofaktoren 
relevant ist. Sie beinhaltet zwei, zwischen den verschiedenen Myc-Proteinen 
konservierte Regionen, die als Myc-Box I (MBI) und als Myc-Box II (MBII) 
bezeichnet werden. MBI ist wichtig für die Stabilität von Myc und MBII 
vermittelt die Bindung an Cofaktoren (Vervoorts et al., 2006). Die C-terminal 
folgenden konservierten Regionen MBIIIa, MBIIIb und MBIV sind im Moment 
noch nicht vollständig verstanden. Sie spielen eine Rolle in der 
Transformation (Herbst et al., 2005). Zum Schluss ist noch das nuclear 
localization signal (NLS) zu erwähnen, welches für die nukleare Lokalisation 
verantwortlich ist. 
 
Abb. 1.4: Schematische Darstellung von Myc und seinem Interaktionspartener Max 
TAD, transcriptional activation domain; I-IV evolutionär konservierte Myc Box 1-4; NLS, nuclear 
localization signal; BR, basische Region; HLH-LZ, helix-loop-helix-leucine zipper (Meyer and Penn, 
2008). 
1.2.1 Das Myc/Max/Mad-Netzwerk 
Die Identifikation des Myc-Dimerisierungspartners Max hat sehr stark zum 
Verständnis der molekularen Funktion von Myc beigetragen. Im Gegensatz zu 
Myc ist Max ein langlebiges Protein und bildet Homodimere und Heterodimer 
auch mit anderen verwandten Proteinen wie Mad1, Mad2 (auch bekannt als 
Mxi1), Mad3, Mad4 und Mnt (Ayer et al., 1993; Hurlin et al., 1997; Rottmann 
and Lüscher, 2006). Der Myc/Max-Komplex wird hauptsächlich in 
proliferierenden Zellen gebildet, wo hingegen die Mad/Max-Komplexe 
verstärkt in ruhenden und differenzierten Zellen generiert werden (Ayer and 
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Eisenman, 1993). Im Gegensatz dazu wird der Mnt/Max-Komplex auch in 
proliferierenden Zellen gebildet und scheint so ein wichtiger Gegenspieler von 
Myc zu sein (Popov et al., 2005; Pulverer et al., 2000). Allen Komplexen ist 
gemeinsam, dass sie an E-Boxen (enhancer-box) binden können. Außerdem 
gibt es Hinweise darauf, dass Myc nur in Verbindung mit Max zur 
Transformation von Zellen führen kann und dass auch die Induktion des 
Zellzyklus oder der Apoptose Max-abhängig sind (Amati et al., 1993). Diese 
Ergebnisse sind eigentlich nicht überraschend, da selbst die Bindung von Myc 
an die DNA abhängig von Max ist. Das Heterodimer Myc-Max bindet an E-
Boxen mit der Konsensussequenz 5’-CAC(G/A)TG-3’ und kann so die 
Transkription aktivieren, während die Bindung der Heterodimere Mad-Max 
und Mnt-Max zur Repression von Genen führen (Abb. 1.5) (Rottmann and 
Lüscher, 2006). Diese Aktivierung bzw. Repression von Genen steht nicht im 
Zusammenhang mit der DNA-Bindung, sondern mit der Assoziation von 
Cofaktoren. Bindet Myc direkt an den Promoter, rekrutiert es über MBII am N-
Terminus TRRAP (transactivation/ transformation-associated protein). Dieses 
Protein fungiert wiederum als Plattform für die Anlagerung anderer Proteine, 
wie GCN5 und Tip60. Außerdem binden auch Proteine wie P-TEFb (positve 
transcription elongation factor b) (Kanazawa et al., 2003) oder die Histon 
Acetyltransferasen (HAT) CBP, p300 an Myc (Vervoorts et al., 2003). Diese 
HATs acetylieren Histone und führen zur Auflockerung des Chromatins. Die 
gebundene Pol II kann dann durch die Phosphorylierung von P-TEFb an der 
regulatorischen C-terminalen Domäne (CTD) die Transkription von Genen 
starten (Eberhardy and Farnham, 2002). 
In zunehmend mehr Fällen kann der Myc-Max Komplex aber auch 
reprimierend auf Zielgene, wie z.B. p21 wirken. Hierbei scheint der Komplex 
nicht direkt an die DNA zu binden, sondern E-Box unabhängig über die 
Interaktion mit Miz1 oder anderen Proteinen einen Komplex auf dem 
Promoter zu bilden und diesen dadurch zu blockieren (Adhikary and Eilers, 
2005). 
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Abb. 1.5: Transkriptionelle Regulation der Myc-Familie  
Myc-Max bindet an E-Box-Elemente und rekrutiert HATs und andere positive Regulatoren, die zur 
Transaktivierung von Genen führen. Mad-Max bzw. Mnt-Max binden an E-Box-Elemente und rekrutieren 
negative Cofaktoren, wie HDACs, die zur Inaktivierung von Genen führen (Adhikary and Eilers, 2005). 
Der Transaktivierung durch Myc wird durch die Bindung von Mad-Max bzw. 
Mnt-Max entgegengewirkt. Diese Komplexe reprimieren die Transkription 
durch die Rekrutierung von Histon-Deacetylasen (HDAC) über die Bindung 
des Adaptorproteins SIN3 an die SID (Sin3 interaction domain). Die SID 
befindet sich im N-terminalen Bereich von Mad. Die Deacetylierung von 
Histonen durch HDACs bewirkt die Kondensation des Chromatins, so dass 
sowohl Transkriptionsfaktoren und Pol II nicht mehr effizient binden können. 
Die Zielgene von Mad/Max überschneiden sich zum Teil mit denen von Myc, 
aber es gibt auch eine Reihe Mad spezifischer Gene, die für den Block der 
Proliferation und die Differenzierung wichtig sind. 
1.2.2 Die Regulation von Myc und dessen Zielgene 
In zellulären Systemen besteht eine starke Korrelation zwischen der 
Expression von Myc und der Proliferation. Der Myc-Promoter ist Ziel einer 
Vielzahl unterschiedlicher Signalkaskaden, wie dem Wnt-, RAS/RAF/MAPK-, 
JAK/STAT-, TGF-β- und dem NF-κB Signalweg (Vervoorts et al., 2006). Seine 
Aktivierung stellt also eine sehr frühe Gen-Antwort in proliferierenden Zellen 
dar. Nach Induktion über z.B. den RAS/RAF/MAPK-Signalweg steigt die Myc-
Proteinmenge zum Anfang der G1-Phase stark an und fällt dann langsam zum 
Ende der Phase wieder ab, bleibt aber über den kompletten Zellzyklus 
weiterhin nachweisbar (Henriksson and Lüscher, 1996). Während der 
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Differenzierung von Zellen geht die Myc-Expression stark zurück. In ruhenden 
Zellen ist die Myc-Expression nicht nachweisbar. Durch eine Myc-
Überexpression jedoch können die Zellen wieder in die S-Phase eintreten, so 
dass Myc als ein positiver Regulator des G1/S-Übergangs gesehen werden 
kann (Eilers et al., 1991). Die physiologische Kontrolle des Myc-Gens ist in 
vielen Tumoren gestört und führt dadurch zu einer erhöhten Expression der 
Myc-mRNA und der unkontrollierten Zellproliferation. 
Ras ist ein starker Regulator der Stabilität des Myc-Proteins (Sears et al., 
2000). Mit einer Halbwertszeit von 20-30 Minuten zählt Myc zu den 
kurzlebigen Proteinen. Wie in Abbildung 1.6 gezeigt, wird Myc an Serin 62 
(S62) über den Ras induzierten MAPK/ERK-Signalweg phosphoryliert, damit 
stabilisiert und wirkt so verstärkt transkriptionsaktivierend. Auch Cyclin 
E/CDK2 kann Myc an S62 phosphorylieren (Hydbring et al., 2010). Erst wenn 
Myc an S62 phosphoryliert ist, kann es von der Kinase GSK3 erkannt werden. 
Die GSK3-Kinase erkennt ihre Substrate nur, wenn diese zuvor durch eine 
andere Phosphorylierung markiert wurden, da die Substrate mittels der 
Phosphorylierung spezifisch in der Substraterkennungsdomäne von GSK3 
binden. Die Bindung von GSK3 an Myc führt zu einer weiteren 
Phosphorylierung an Threonin 58 (T58) (Gregory et al., 2003). Durch diese 
zweite Phosphorylierung wird Myc zum Substrat der Phosphatase 2A (PP2A), 
die über die PIN1 an Myc bindet. Die prolyl isomerase (PIN1) bindet an das 
phosphorylierte T58 und führt zur Isomerisierung von Prolin 59, welches dann 
von PP2A erkannt wird. Dadurch wird Myc an S62 dephosphoryliert und die 
dadurch entstandene Einzelphosphorylierung an T58 wird nun durch das F-
Box Protein FBW7 erkannt (Welcker et al., 2004). Dieses Protein gehört zu 
dem SCF-Proteinkomplex (SKP1-CUL1-F-Box Protein), der eine Ubiquitin-
Ligase ist und die Polyubiquitinylierung und den darauf folgenden Abbau von 
Myc über das Proteasom stimuliert (Vervoorts et al., 2006). 
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Abb. 1.6: Regulation von Myc durch posttranslationale Modifikationen  
Myc kann durch verschiedne Kinasen an S62 phosphoryliert werden. Hier ist das Beispiel des MAPK-
Signalwegs dargestellt. Ras stabilisiert Myc über eine Phosphorylierung an S62 durch den MAPK/ERK 
Signalweg. GSK3 führt zu einer weiteren Phosphorylierung an T58. Myc wird dann Substrat von PP2A, 
welches Myc an S62 dephosphoryliert. Über die Einzelphosphorylierung an T58 kann FBW7 binden und 
Myc ubiqutinylieren, was zur Proteindegradation über das Proteasom führt. 
Ras kontrolliert die Myc-Proteinhomeostasis nicht nur direkt über die 
Genexpression und den proteasomalen Abbau, sondern auch indirekt über 
die Inhibierung von GSK3 durch PI3K oder über die Aktivierung von Cyclin 
E/CDK2 durch Cyclin D/CDK4. Dadurch wird klar, dass die deregulierte 
Expression von Myc alleine nicht die Fähigkeit besitzt, humane Zellen zu 
transformieren. Myc benötigt noch andere Proteine, wie z.B. aktiviertes Ras, 
um primäre Zellen zu immortalisieren. Im Gegenteil sogar, die 
Überexpression von Myc kann in Zellen Apoptose induzieren. 
1.2.3 Myc-induzierte Apoptose 
1.2.3.1 Apoptose im Allgemeinen 
In multizellulären Organismen wird die Homeostase durch das Gleichgewicht 
zwischen Proliferation und Zelltod aufrechterhalten. Man unterscheidet 
zwischen programmierten Zelltod und Nekrose. Der programmierte Zelltod 
wird als Apoptose bezeichnet und ist wichtig, um Zellen aus dem Organismus 
zu entfernen, die durch Mutation oder auch Krankheiten, wie virale Infektionen 
geschädigt sind (Thompson, 1995). Auch können Zellen auf Grund von 
Strahlung, chemischen Substanzen, Entzug von Wachstumsfaktoren oder 
durch Onkoproteine den programmierten Zelltod einleiten. Eine Fehlregulation 
der Apoptose kann zu schwerwiegenden Erkrankungen führen. Auf der einen 
Seite kann exzessive Apoptose zu neurodegenerativen Erkrankungen 
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(Alzheimer). Auf der anderen Seite trägt eine verminderte Apoptose zu 
malignen und autoimmunen Erkrankungen bei (Sachs and Lotem, 1993). 
Die Einleitung der Apoptose wird durch eine Anzahl an morphologischen 
Veränderungen begleitet. Die Zelle beginnt zu schrumpfen und die DNA wird 
fragmentiert, indem sie zwischen den Nukleosomen enzymatisch 
(endonukleolytisch) geschnitten wird. Zusätzlich nimmt die Membranstabilität 
ab und es kommt zu den typischen Membranausstülpungen der Zelle, den 
apoptotic bodies, die als Vesikel abgeschnürt werden (Kerr et al., 1972). 
Weiter findet eine Präsentation von Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche 
statt, wodurch die Zelle von Phagozyten erkannt wird. 
Die Nekrose ist die pathologische Form des Zelltods, bei  der es zu einem 
Anschwellen der Zelle und der Zell-Lyse kommt (Thompson, 1995). Der 
apoptotische Zelltod ist damit gut von dem nekrotischen Zelltod zu 
unterscheiden. 
1.2.3.2 Myc kann Apoptose induzieren 
Die Transformation durch Myc wird durch die Fähigkeit von Myc Apoptose zu 
induzieren limitiert. Es sind p53-abhängige und p53-unabhängige Signalwege 
für die Myc vermittelte Apoptose beschrieben worden.  
Das p53-Protein ist ein Tumorsuppressor und stellt eine der wichtigsten 
Kontrollinstanzen für die Integrität der Zelle und ihrer genetischen Information 
dar. Es spielt die zentrale Rolle in der Expression von Genen, die an der 
Regulation der Apoptose und der DNA-Reparatur beteiligt sind. Der p53-
abhängige Signalweg führt zu einer Stabilisierung und Aktivierung von p53. 
Unter physiologischen Bedingungen wird p53 durch MDM2 ubiquitinyliert und 
anschließend proteosomal abgebaut. MDM2 ist eine E3-Ligase, die durch die 
Bindung an p19ARF inhibiert werden kann, dessen Expression durch Myc 
reguliert wird. Genauer gesagt aktiviert Myc den Transkriptionfaktor E2F, der 
wiederum der Regulator für p19ARF ist (Leone et al., 2001). Die Fehlsteuerung 
von Myc führt also zur p53-Stabilisierung und somit zur Aktivierung 
proapoptotischer Gene wie Bax und PUMA oder Genen wie p21, die einen 
Zellzyklusarrest auslösen können (Zindy et al., 1998).  
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Abb. 1.7: Myc abhängige apoptotische Signalwege  
Es sind verschiedene Wege bekannt, wie Myc Apoptose induzieren kann. Myc kann indirekt über ARF 
zur Stabilisierung von p53 führen. Myc induziert das proapoptotische Protein Bim und reprimiert die anti-
apoptotischen Faktoren BCL2 und BCL-XL, und wirkt damit p53 unabhängig (modifiziert; (Adhikary and 
Eilers, 2005)). 
Myc kann Apoptose auch über einen p53-unabhängigen Signalweg einleiten, 
wobei es direkt die Cytochrom C-Ausschüttung ins Cytoplasma vermittelt 
(Juin et al., 1999). Hierbei steigert Myc einerseits die Expression des pro-
apoptotischen Proteins Bim (BH3-only protein) und auf der anderen Seite 
unterdrückt Myc die Expression der anti-apoptotischen Proteine BCL-XL und 
BCL2. Die Expression von Bim aktiviert die Oligomerisierung von Bax. Die 
Bax-Proteine besitzen eine Ankersequenz, welche nach der Oligomerisierung 
und der damit verbundenen Konformationsänderung an die Mitochondrien-
membran bindet und dort zur Bildung von Poren führt (Annis et al., 2005). 
Dadurch kommt es zur Ausschüttung von Cytochrom C, welches im 
Cytoplasma den Apoptosomen-Komplex bindet und über die Aktivierung von 
Caspase-Kaskaden zum Zelltod führen kann (Mitchell et al., 2000). 
Normalerweise wird Bax durch Proteine der BCL-Familie inhibiert. Da diese 
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Proteine aber auch durch Myc reprimiert werden, kann die Apoptose in 
doppelter Hinsicht induziert werden (Eischen et al., 2001b).  
1.3 Chromatinmodifizierung und ihre Funktion 
Die Regulation der Genexpression ist fundamental für Zell-Wachstum, 
Entwicklung und Überleben eines Organismus. Durch die Bindung einer DNA-
abhängigen RNA-Polymerase können Gene transkribiert werden. Die 
entstandene messenger RNA (mRNA) wird anschließend prozessiert und in 
eine Aminosäuresequenz übersetzt, ein Vorgang, der als Translation 
bezeichnet wird (Saunders et al., 2006).  
Zahlreiche Faktoren regulieren die Gen-Transkription, indem sie die Fähigkeit 
der RNA-Polymerase an die DNA zu binden, beeinflussen. Der DNA-Bereich, 
an welchen die Polymerase bindet wird als Promoter bezeichnet. Er kann sich 
über mehrere Kilobasen erstrecken und unterscheidet sich zwischen den 
Genen stark. Deshalb ist der allgemeine Aufbau des Promoters schwer zu 
charakterisieren. Es gibt jedoch einige weit verbreitete gleichartige Elemente. 
Der Promoter zum Beispiel besteht aus einem Minimalpromoter, der direkt am 
Transkriptionsstart liegt, und den regulatorischen Sequenzen. Der Minimal-
promoter bildet die Plattform für die Bindung basaler Transkriptionsfaktoren 
und der RNA-Polymerase II. An die regulatorischen Sequenzen binden 
spezifische Transkriptionsfaktoren, welche negativen oder positiven Einfluss 
auf die Transkription nehmen können (Juven-Gershon and Kadonaga, 2010). 
Die meisten dieser Transkriptionsfaktoren können die Genexpression nur 
beeinflussen indem sie auf die Chromatin-Struktur einwirken und damit z.B. 
die Zugänglichkeit der DNA für die Polymerase verändern.  
Das Chromatin kann grob in Hetero- und Euchromatin eingeteilt werden. Das 
Heterochromatin ist eine sehr eng gepackte Form des Chromatins. Dies wird 
durch die Bindung des Heterochromatin Protein 1 (HP1) gewährleistet. Diese 
hoch kondensierte Form führt dazu, dass die Bindungsstellen für 
Transkriptionsfaktoren nicht zugänglich sind. Im Gegensatz dazu ist das 
Euchromatin weniger kondensiert und daher sind Bindungsstellen für 
verschiede Transkriptionsfaktoren frei und die Transkription von Genen kann 
stattfinden. 
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Abb. 1.8: Posttranslationale Modifikationen der nukleosomalen Histone  
N- und C-terminale bereiche der Histone H2A, H2B, H3 und H4 sind mit ihren Modifikationen dargestellt. 
Die meisten bekannten Histonemodifikation befinden sich am N-terminalen Bereich der Histone. Gezeigt 
sind Modifikationen wie Acetylierung (ac), Methylierung (me), Phosphorylierung (ph) und Ubiquitiny-
lierung (ub1) sind dargestellt (Bhaumik et al., 2007). 
Die strukturelle Untereinheit des Chromatins ist das Nukleosom, ein 
hochorganisierter, dynamischer Protein-DNA-Komplex, der als Oktamer aus 
vier Kern-Histonen (H3, H4, H2A, H2B) besteht und von einen 147 Basenpaar 
langen DNA-Strang umwickelt ist. Die Kernhistone sind hauptsächlich 
globulär organisiert, besitzen jedoch N-terminale unstrukturierte 
„Schwanzbereiche“, die regulatorische Aminosäuren tragen (Kouzarides, 
2007a). 
Viele dieser Aminosäuren können posttranslational modifiziert werden, z.B. 
durch Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinylierung und 
so die Chromatinstruktur beeinflussen (Abb. 1.8). Diese Modifikationen 
können zudem die Bindung von Transkriptionsfaktoren vermitteln oder zur 
Bildung von Heterochromatin und Euchromatin beitragen (Tabelle 1.9) 
(Kouzarides, 2007b). Durch Modifikationen an den Histonschwänzen kann 
sich das Heterochromatin auflockern und wird so zugänglich für andere 
Transkriptionsfaktoren, Gene können transkribiert werden. Offenes Chromatin 
wird dann als Euchromatin bezeichnet.  
Chromatinmodifikationen Modifizierte Amino- Funktion 
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säuren 
Acetylierung K-ac Transkription, 
Reparatur, Replikation, 
Kondensation 
Methylierung (Lysin) K-me1, K-me2, K-me3 Transkription, 
Reparatur, 
Methylierung (Arginin) R-me1, R-me2a, R-
me2s 
Transkription 
Phosphorylierung S-ph, T-ph Transkription, 
Reparatur, 
Kondensierung 
Ubiquitinylierung K-ub Transkription, Reparatur 
Sumoylierung K-su Transkription 
ADP Ribosylierung E-ar Transkription 
Deimination R > Cit Transkription 
Prolin Isomerisierung P-cis > P-trans Transkription 
Tabelle 1.9: Verschiedene Klassen von Histonmodifikationen 
Eine Übersicht über die verschiedenen Klassen der Histonmodifikationen und ihre Funktion in der Zelle 
(Kouzarides, 2007a). 
Bis heute sind über 30 verschiedene Aminosäurereste in Histonen identifiziert 
worden, die posttranslational verändert werden können. Im Fall der 
Methylierung können die entsprechenden Aminosäurereste Lysin und Arginin 
auch mehrfach modifiziert werden. Man spricht dann von mono-, di- oder 
trimethylierten Lysinen bzw. mono- oder dimethylierten (asymmetrisch oder 
symmetrisch) Argininen. Der Modifikationsstatus von Histonen wird als 
histone code bezeichnet, da einzelne oder Kombinationen von 
Histonmodifikationen für verschiede Funktionen verantwortlich sind. 
1.3.1 Histon-Acetylierung 
Die reversible Acetylierung von Histonen geht fast ausnahmslos mit aktivem 
Chromatin einher und kann zur Gentranskription führen. Die verantwortlichen 
Enzyme werden als Histonacetyltransferasen (HAT) bezeichnet und 
übertragen die Acetylgruppe des Cofaktors Acetyl-CoA auf die ε-Aminogruppe 
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spezifischer Lysine der Histonschwänze H3 und H4. Verschiedene HAT-
Komplexe sind mittlerweile identifiziert worden. Zu ihnen zählen die GNAT-
Familie (Gcn5-related N-acetyltransferase), die MYST-Familie und p300/CBP 
(CREB-binding protein) (Sterner and Berger, 2000). Es wird angenommen, 
dass die Acetylierung die Interaktion von benachbarten Nukleosomen als 
auch die zwischen Histonen und DNA schwächt. Hierdurch kommt es zur 
Auflockerung des Chromatins, wobei Bindungsstellen zum Beispiel für 
Transkriptionsfaktoren frei werden. Kommt es zur Bindung von 
Transkriptionsfaktoren kann dies zur transkriptionellen Genaktivierung führen 
(Abb. 1.10).  
 
Abb. 1.10: Funktion der Acetylierung von Histonschwänzen  
Die Packung des Chromatins wird über HATs und HDACs reguliert. Durch die Acetylierung von 
Histonschwänzen wird das Chromatin aufgelockert (a zu b) und Bindungsstellen für Transkriptions-
faktoren werden frei. Durch die Bindung solcher Faktoren und der RNA- Polymerase können Gene 
transkribiert werden (Furumatsu and Ozaki, 2010). 
Die Histondeacetylasen (HDAC) nehmen den Platz der enzymatischen 
Gegenspieler ein und führen somit zur Deacetylierung von Lysinen. Sie 
werden in drei unterschiedliche Gruppen eingeteilt: Die Klasse I und Klasse II 
Histondeacetylasen und die NAD-abhängigen Enzyme der Sirtuin Familie 
1 Einleitung 
 
  
27 
(Klasse III). Im Gegensatz zu den HATs scheinen die HDACs eher eine 
geringere Substratspezifität in Bezug auf die Histone zu besitzen. Eine 
Ausnahme bildet SIRT2, welches scheinbar spezifisch H4K16ac deacetyliert 
(Vaquero et al., 2007). Neben den Histonen gibt es jedoch noch eine große 
Anzahl anderer Substrate. Die Aktivität der HDACs auf die Histone führt 
meistens zur Kondensation von Chromatin und somit zur Unterdrückung der 
Gentranskription. 
1.3.2 Histon Methylierung 
Histonmethyltransferasen (HMT) haben im Gegensatz zu den HATs eine sehr 
hohe Spezifität. Normalerweise modifizieren HMTs nur einzelne Lysine oder 
Arginine auf einzelnen Histonen und können entweder aktivierend oder 
hemmend auf die Transkription einwirken. Sie katalysieren die Mono-, Di-, 
oder Trimethylierung, indem sie die Methylgruppe von SAM (S-adenosyl-L-
methionine) auf die ε-Aminogruppe des Lysins übertragen (Bannister and 
Kouzarides, 2005). Aufgrund der hohen Spezifität gibt es eine große Anzahl 
an verschiedenen HMTs.  
1.3.3 Histonmodifikation in aktiven und inaktiven Genen 
Wie anfangs erwähnt sind über 30 verschiedene Aminosäurereste bekannt, 
die posttranslational modifiziert werden. Daher soll hier nur an einigen 
Beispielen die Modifikationen von aktiven und inaktiven Genen aufgezeigt 
werden. 
Die Modifikationsstellen H3K4, H3K36, und H3K79 (Histon 3 Lysin 4, bzw. 36, 
bzw. 79) haben eher eine Transkriptionsaktivierung zur Folge (Kouzarides, 
2007a).  
Eine Trimethylierung von H3K4 findet man häufig am 5′ Ende von aktiven 
Genen.  Hier markiert sie den Transkriptionsstart (transcription start site TSS) 
und ist assoziiert mit der Bindung der Polymerase II und anderen 
Transkriptionsfaktoren. Beispielhaft ist in Abbildung 1.11 die Verteilung der 
Mono-, Di-, und Trimethylierung von H3K4 um den TSS gezeigt (Barski et al., 
2007). Deutlich ist die Polymerasebindungstelle zu erkennen, denn dort sind 
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keine Nukleosomen und nur die Nukleosomen vor und hinter der 
Bindungsstelle werden deutlich trimethyliert. 
 
Abb. 1.11: Die Verteilung der Mono-, Di-, Trimethylierung von Histon 3 Lysin 4 um den 
Transkriptionsstart (TSS) eines aktiven Gens (modifziert; (Barski et al., 2007))  
 
Eine andere Histonmodifikation ist die H3K36me3. Sie steigt sprunghaft am 
TSS von aktivierten Genen an und bleibt erhöht. Im Gegensatz zur H3K36-
Trimethylierung, ist die Trimethylierung von H3K79 nur am TSS erhöht und 
nimmt dann direkt wieder ab (Wang et al., 2008b). 
Die Trimethylierungen von H3K9, H3K27, und H4K20 sind im Allgemeinen in 
reprimierenden Bereichen von Genen und im Heterochromatin zu finden. Wie 
auch die aktivierenden Modifikationen zeigen sie ein typisches 
Verteilungsmuster (Kouzarides, 2007a). Lysin 9 von Histon 3 nimmt eine 
Sonderposition in der Chromatin-Aktivierung bzw. Inaktivierung ein. Die 
H3K9-Trimethylierung führt zur Bindung von HP1 und damit zur 
Kondensierung des Chromatins und ist daher in inaktiven Genen zu finden. 
Die Monomethylierung von H3K9 hingegen ist eher um den TSS von aktiven 
Genen erhöht, so dass die Zuführung einzelner Methylierungen bereits zum 
Abschalten von Genen führen und so große Bedeutung für die Genregulation 
haben könnte (Barski et al., 2007). Die Acetylierung von H3K9 wiederum ist 
immer mit aktiven Genen assoziiert. 
Auch die H4K20 Monomethylierung scheint verstärkt in der Promoterregion 
von aktiven Genen vorzukommen, wo hingegen die Trimethylierung von 
H4K20 mit inaktiven Chromatin bzw. Heterochromatin zu finden ist. Die 
H3K27 Trimethylierung ist eher mit ruhenden Promoteren assoziiert. 
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Histon-
methylierung 
Hetero-
chromatin 
Promoter/ 
TSS 
Genbody 
reprimierend/ 
aktivierend 
H3K4me/ 
me2/me3 
 
- 
 
+ 
 
+ 
 
↑ 
H3K36me3 - + + ↑ 
H3K79me3 - + - ↑ 
H3K9me - + - ↑ 
H3K9me3 + - - ↓ 
H4K20me - + - ↑ 
H4K20me3 + - - ↓ 
H3K27me3 + + - ↓ 
Abb. 1.12: Histonmethylierung in aktiven und inaktiven Genen 
Tabellarische Zusammenfassung einiger Histonmethylierungen in aktiven und inaktiven Genen. 
aktivierend (↑); reprimierend (↓) 
1.4 Die inhibitor of growth-Familie 
Das bekannteste und als erstes identifizierte Mitglied der inhibitor of growth 
(ING) ist ING1. Es wurde 1996 mittels eines subtractive hybridization assay 
zwischen cDNA von Normalgewebe und cDNA von sieben Brustkrebs-
Zelllinien identifiziert (Garkavtsev et al., 1996). Diese durch den Screen 
identifizierten kurzen cDNA Sequenzen wurden als genetische Suppressor 
Elemente (GSE) bezeichnet. Die Transfektion einer dieser „antisense“ DNA 
Sequenz führte zu zellulären Wachstum und der Transformation von Zellen. 
Währendessen die „sense“ DNA Sequenz dieser GSE das Wachstum und die 
Transformation von Zellen inhibiert. Entsprechend dieser Befunde wurde das 
Gen, das für diese cDNA kodiert als inhibitor of growth (ING1) bezeichnet. 
Durch computergestützte (in silico) Analyseverfahren von EST-Daten 
(expressed sequence tag) konnten vier weitere Gene gefunden werden, die 
für die verwandten Proteine ING2-ING5 kodieren und eine Sequenzhomolgie 
von 32-76% besitzen (Coles and Jones, 2009). Die Familie der inhibitor of 
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growth (ING)-Proteine besteht somit aus fünf Mitgliedern, von denen die 
meisten mehrere Isoformen bilden können (Abb. 1.13).  
Eine Klassifizierung der ING-Proteine ist schwierig, da sie nicht eindeutig als 
Tumorsuppressoren bezeichnet werden können (Unoki et al., 2009b). 
Einerseits führt der knockdown von ING1 zur Transformation, auf der anderen 
Seite führt der knockdown von ING4 und ING5 zur reduzierten Replikation 
(Doyon et al., 2006). Die ING-Proteine scheinen eine fundamentale Rolle in 
der Regulation der Transkription zu besitzen, da sie an K4-trimethyliertes 
Histon H3 binden und außerdem Komplexe mit HATs bzw. HDACs bilden 
können (Doyon et al., 2006; Shi et al., 2006) .  
Die Gene der ING-Familie liegen alle auf unterschiedlichen Chromosomen 
und einige Mitglieder (z.B. ING1) sind evolutionär, von der Hefe über Frosch 
und Ratte bis zum Menschen konserviert. Daraus lässt sich schließen, dass 
den ING-Proteinen eine zentrale Bedeutung in biologischen Prozessen zufällt 
(He et al., 2005). Innerhalb der ING-Familie sind die Proteine ING1 und ING2 
sowie ING4 und ING5 im besonderen Maße homolog. Dies wird durch 
Hinweise unterstützt, dass sie auch in ihren Funktionen ähnlich sind (Shi et 
al., 2006). 
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Abb. 1.13: Darstellung der bekannten ING-Mitglieder und ihrer Isoformen 
Die eingezeichneten Domänen sind: PCNA-interacting protein (PIP); partial bromodomain (PBD); 
leucine-zipper-like region (LZL); novel conserved region (NCR) die Funktion ist noch unbekannt; nuclear 
localisation sequence (NLS), nucleolar translocation sequence (NTS); plant homeodomain (PHD); 
polybasic region (PBR) (Soliman and Riabowol, 2007) 
1.4.1 Allgemeiner Proteinaufbau 
Alle ING-Proteine, mit Ausnahme einiger Splice-Varianten,  besitzen ein plant 
homeodomain-Motiv (PHD) am C-terminalen Ende und eine Kern-
lokalisierungssequenz (NLS; nuclear localization signal).  
Das PHD-Motiv besteht aus einem Zinkfinger, in dem vier Cysteine, ein 
Histidin und drei Cysteine, mit einem charakteristischen Abstand zueinander, 
zwei Zink-Ionen binden (C4HC3) (Russell et al., 2006). Das PHD-Motiv steht 
in Verbindung mit Chromatinumstrukturierungen, da Proteine mit einer 
solchen Domäne häufig in Komplexen zu finden sind, die bei der 
Kondensation oder der Auflockerung des Chromatins beteiligt sind. Es konnte 
gezeigt werden, dass die ING-Proteine mit Hilfe des PHD-Motivs direkt an 
Histon H3k4me3 binden können (Peña et al., 2006b; Shi et al., 2006).  
Alle ING-Proteine besitzen ein bzw. mehrere NLS, die zusätzliche potentielle 
nucleolar translocation sequence (NTS) beinhalten, um die Proteine in die 
Nucleoli zu transportieren (Scott et al., 2001).   
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Außerdem enthalten die ING-Proteine eine konservierte Domäne, deren 
Funktion noch unbekannt ist und als novel conserved region (NCR) 
bezeichnet wird. Die NCR, ein Bereich von ca. 50 Aminosäuren, enthält die 
Sequenz KIQI oder KVQL und wurde bisher nur in der ING-Familie identifiziert 
(Soliman and Riabowol, 2007). 
Des weiteren besitzen alle ING-Proteine mit Außnahme von ING1 eine 
leucine zipper-like region (LZL-Region), die für die Interaktion von Proteinen 
von Bedeutung ist (Russell et al., 2006).  
Die Proteine ING1 und ING2 besitzen am C-terminalen Ende eine weitere 
Interaktionsdomäne, die  polybasic region (PBR). Im Gegensatz dazu tragen 
die Proteine ING4 und ING5 an dieser Stelle ein zusätzliches NLS (Coles and 
Jones, 2009). 
1.4.2 ING1 
Das am besten charakterisierte ING1-Protein wurde als erstes entdeckt und 
bis jetzt sind fünf verschiede ING1-Isoformen identifiziert worden (Ythier et al., 
2008). Das Gen liegt auf Chromosom 13 und zählt zu den Tumorsuppressor 
Genen, da der Verlust der ING1-Expression mit der Entstehung vieler 
verschiedener Tumorarten einhergeht (Unoki et al., 2009b). Einige 
somatische Mutationen in ING1 wurden in Brust-, Magen- und Darmkrebs 
gefunden (Sarela et al., 1999; Toyama et al., 1999). Auch die ING1-knockout-
Maus ist anfälliger für die Entstehung von Tumoren (Coles et al., 2007). Dies 
könnte dadurch zu erklären sein, dass ING1 und p53 interagieren und ING1 
für die transkriptionelle Aktivität von p53 benötig wird (Garkavtsev et al., 
1998). p53 ist ein negativer Regulator des Zellzyklus. Der knockdown von 
ING1 könnte die regulatorischen Eigenschaften von p53 stören (Zeremski et 
al., 1999). Dieser Hypothese widersprechend konnte gezeigt werden, dass 
bei der Untersuchung der knockout Mäuse, ING1 unter physiologischen 
Bedingungen unabhängig vom p53-Signalweg agiert (Coles et al., 2007). Es 
müssen daher noch weiter Untersuchungen unternommen werden, um die 
Tumorsuppressor-Eigenschaften von ING1 molekular aufzuklären. 
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ING1 ist, wie die anderen ING-Proteine, ein kernständiges Protein. Hier 
scheint ING1 eine Funktion in der Chromatinumstrukturierung zu erfüllen, da 
es an HDAC-Komplexe bindet. Es wurde nachgewiesen, dass ein 125 
aminosäurelanger Bereich von ING1b mit der Untereinheit Sap30 (Sin3-
associated polypeptide) von Sin3-HDAC-Komplexen interagiert. In diesem 
Bereich von ING1b liegt die NCR. Da alle ING-Proteine diese Domäne 
besitzen und alle an HAT- bzw. HDAC-Komplexe binden, wird vermutet, dass 
ING-Proteine über diese konservierte Region an HATs bzw. HDACs binden 
(Kuzmichev et al., 2002). Eine mögliche Regulierung könnte sein, dass ING1 
über das PHD-Motiv an trimethyliertes Histon 3 bindet, den Sin3-HDAC-
Komplex rekrutiert und so zu einer Deacetylierung der umliegenden Histone 
führt (Chi et al., 2010). Es wurden verschiedene Mutationen in dem ING1 
PHD-Motiv in Tumoren gefunden, welche Einfluss auf die Bindungsaffinität 
von ING1 zu H3K4me3 haben. Möglicherweise stellt dieser Zusammenhang 
die Verbindung von ING1-Aktivität und Tumorgenese dar (Peña et al., 2008).  
Als Antwort auf verschiede Stresssignale wird ING1 vom Zellkern in die 
Nucleoli transportiert. Die Funktion dort ist noch nicht geklärt (Scott et al., 
2001).  
Die Bindung von 14-3-3 an ein phosphorylierungsabhängiges Bindemotiv in 
ING1, welches zwischen dem PHD-Motiv und dem NLS liegt, verhindert den 
ING1-Transport aus dem Cytoplasma in den Zellkern. Diese veränderte 
Lokalisierung führt zu einer verminderten Expression von p21 (Gong et al., 
2006).  
Außerdem wurde auch ein direkter Einfluss von ING1 auf DNA-Reparatur 
gezeigt, da ING1 an Proteine der Nukleotid Excision Reparatur (NER) binden 
kann (Kuo et al., 2007). 
1.4.3 ING2 
Das ING2-Gen wurde auf Chomosom 4 kartiert und kodiert für zwei Isoformen 
(Unoki et al., 2008). Das ING2-Protein ist strukturell nahe verwandt mit ING1 
und scheint auch funktionell ähnlich wie ING1 zu wirken (Lu et al., 2006).  
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Einige Hinweise deuten darauf hin, dass ING2 an H3K4me3 in 
Promoterbereichen von pro-prolifrativen Genen, wie Cyclin D1, bindet und die 
Repressoren HDAC1 und HDAC2 rekrutiert (Shi et al., 2006). Durch die 
Deacetylierung kommt es zur Reduzierung der Genexpression von Cyclin D1. 
Dies könnte ein Grund sein, warum ING2 in vielen Tumoren herunter reguliert 
ist (Coles and Jones, 2009).  
Des weiteren wurde in ING2-Studien herausgefunden, das ING2 mittels der 
PBR an Phosphatidylinositol-5-phosphat (PI5P) bindet. PI5P ist ein 
sekundärer Botenstoff in Zellsignalwegen und ist wichtig für die p53-
vermittelte Apoptose nach genotoxischem Stress. Die Bindung von ING2 und 
PI5P vermittelt scheinbar diesen Signalweg (Huang et al., 2007; Jones et al., 
2006). 
Außerdem kann die ING2-Überexpression Apoptose induzieren. Dies 
geschieht einerseits über Bax-Rekrutierung zu Mitochondrien und anderseits 
über eine erhöhte Fas-Expression (Chin et al., 2005). Weiter konnte gezeigt 
werden, dass der apoptoische Effekt abhängig von der ING2-LZL-Domäne ist, 
da diese mit p53 interagiert (Wang et al., 2006). 
Wie auch ING1 bindet ING2 an Proteine des NER-Systems nach UV-
Behandlung und induziert die DNA-Reparatur (Wang and Li, 2006; Wang et 
al., 2006). So scheint auch ING2 als Tumorsuppressor zu fungieren. 
1.4.4 ING3 
Das ING3-Gen ist auf Chromosom 7 kartiert und kodiert zwei Splicevarianten 
(Ythier et al., 2008). Wie auch schon für die beiden vorangegangenen 
Mitglieder konnte für ING3 gezeigt werden, dass die Proteinmenge in 
Primärtumoren und fortgeschritten Tumoren reduziert ist. ING3 wurde sogar 
als einen Marker für aggressive Kopf-Nacken Karzinome beschrieben, da die 
ING3-mRNA Menge in diesen Tumoren stark reduziert ist (Gunduz et al., 
2008) 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass überexperimiertes ING3 die 
Expression von Fas induziert und dadurch Apoptose einleiten kann. Die 
Apoptose scheint dabei p53-unabhängig eingeleitet zu werden und es konnte 
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auch keine Interaktion zwischen ING3 und p53 gezeigt werden (Wang and Li, 
2006). Auch konnte ING3 nicht in Zusammenhang mit NER-Proteinen und  
der DNA-Reparatur gebracht werden (Wang and Li, 2006). Somit scheint 
ING3 zwar wie ING1 und ING2 antiproliferierend zu wirken, mechanistisch 
scheint ING3 aber anders zu wirken. 
ING3 befindet sich im NuA4-Tip60 Komplex, welcher eine HAT-Funktion 
besitzt und Histon H4 und Histon H2A acetyliert (Doyon et al., 2004). Der 
NuA4-Tip60 Komplex ist in vielen verschiedenen Prozessen invoviert, wie z.B. 
transkriptionelle Aktivierung und Apoptose. In wieweit diese molekularen 
Befunde die Biologie von ING3 erklären ist nur ungenügend untersucht. 
1.4.5 ING4 
Nach ING1 ist ING4 das am meisten erforschte ING-Protein in Tumoren 
(Ythier et al., 2008). Das ING4-Gen ist auf Chromosom 12 kartiert und kodiert 
8 ING4-Isoformen, die durch alternatives Splicing entstehen (Unoki et al., 
2009a). Wie die zuvor beschriebenen ING-Proteine ist auch die Expression 
von ING4 in vielen Tumoren reduziert. So ist ING4 in humanen Gliomen 
herunterreguliert, ein Befund, der mit einer schlechten Prognose der 
Patienten zu korrelieren scheint (Coles and Jones, 2009; Hung et al., 2009).  
Im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der ING-Familie spielt ING4 
zusätzlich eine Rolle in der Angiogenese, Zellmigration und Kontaktinhibition 
von Zellen, ist aber nicht an der NER beteiligt (Garkavtsev et al., 2004).  
ING4 fördert die IκB Promoteraktivierung indem es die Acetylierung am 
Promoter und reprimiert dadurch den NF-κB-Signalweg und die angeborene 
Immunantwort (Coles et al., 2010).  
Außerdem ist bekannt, dass ING4 an p53 bindet und durch Rekrutierung von 
p300 zu einer gesteigerten p53-Acetylierung führt. Der genaue Effekt dieser 
Acetylierung ist jedoch noch unklar (Shiseki et al., 2003). 
Zum Schluss sei noch erwähnt, dass ING4 eine Komponente des HBO1 HAT-
Komplexes ist. Diese Komplex acetyliert Histon H3 bzw. H4 und steht auch im 
direkten Zusammenhang mit DNA-Replikation, S-Phase Progression und 
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Transkription (Doyon et al., 2006). So scheint ING4 als Gegenspieler von 
ING1 und ING2 in Bezug auf die Histonacetylierung zu wirken. 
1.4.6 ING5 
Das ING5-Gen ist auf dem Chromosom 2 kartiert und kodiert nur eine einzige 
Protein-Variante. Das ING5-Protein ist zu 72,8% homolog zu ING4 und 
interagiert mit einigen gleichen Bindungspartnern. So konnte gezeigt werden, 
dass auch ING5 mit p53 interagiert und zu dessen Acetylierung führt indem 
es p300 rekrutiert (Shiseki et al., 2003).  
Des weiteren wurde ING5 als Untereinheit von zwei unterschiedlichen HAT-
Komplexen identifiziert. In dem einen Komplex bindet ING5, ähnlich wie ING4 
an HBO1. Dieser Komplex acetyliert verschiedene Lysine in den Histonen H3 
bzw. H4 und scheint für die Gentranskription wichtig zu sein. In dem anderen 
Komplex ist ING5 mit MOZ/MORF assoziiert, die spezifisch Histon H3 
acetylieren. In diesem Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass ein 
knockdown von ING5 zu einem kompletten Block der DNA Synthese führt. Da 
zusätzlich bekannt ist, dass ING5 mit MCM-Proteinen assoziiert ist, könnte 
man ING5 eine Funktion in der Replikation zusprechen (Doyon et al., 2006).  
Zusätzlich wurde in unserem Labor ein Cyclin E/CDK2-Substrat-Screen 
durchgeführt. Hierbei konnte ING5 als eines von 26 neuen Substraten 
identifiziert werden (Pandithage et al., 2008). In ersten in vitro-
Kinaseversuchen konnte dieser Befund bestätigt werden und die Aminosäure 
Threonin 152 als  Phosphorylierungstelle für Cyclin E und Cyclin A/CDK2 
identifiziert werden. 
 
Nachdem alle Mitglieder kurz näher erläutet wurden, fällt abschließend auf, 
dass ING1 und ING2 mit HDACs interagieren und ING3-ING5 mit HATs. 
Dadurch ergibt sich eine reziproke Situation, die für die Steuerung von 
verschiedenen Genen von Belang sein könnte (Abb. 1.14). Die zukünftige 
Forschung wird zeigen, inwieweit die einzelnen ING-Proteine Gegenspieler in 
ihrer Funktion sein könnten. 
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Abb. 1.14: Ein Modell zur Regulation der Genexpression durch ING Proteine mittels der 
Modulation der Chromatin Architektur  
Einerseits können ING-Proteine (ING1, ING2) an HDACs binden und zur Deacetylierung, 
Chromatinpackung und dadurch zur Gen-Repression führen. Auf der anderen Seite können ING-
Proteine (ING4, ING5) an HATs binden und so zur Acetylierung, Auflockerung des Chromatins und 
Gen-Expression führen (Russell et al., 2006) 
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1.5 Zielsetzung 
Die Familie der inhibitor of growth (ING)-Proteine rückt immer mehr in den 
Fokus der aktuellen Forschung, da sie scheinbar eine zentrale Rolle in 
diversen zellulären Prozessen, wie Transkription, Replikation und Apoptose 
spielen. Darüber hinaus ist bekannt, dass die Proteinspiegel verschiedener 
ING-Proteine in Tumorzellen im Gegensatz zu nichtentarteten Zellen stark 
variieren, was eine Funktion dieser Proteine in der Tumorentstehung 
vermuten lässt. Die Hypothese wird diskutiert, dass die Interaktion von ING-
Proteinen mit p53 die abnormale Zellproliferation steuern könnte. Dem 
Gegenüber stehen Beobachtungen, die auf einen p53-unabhängigen Effekt 
der ING-vermittelte Tumorentstehung hindeuten. Für das bessere 
Verständnis, wie die ING-Proteine an der Tumorentstehung beteiligt sind, ist 
daher erforderlich mehr über die einzelnen Mitglieder zu erfahren. 
In Vorarbeiten wurde ein Cyclin E/CDK2-Substrat-Screen durchgeführt, um 
die Regulation der Zellproliferation durch Cyclin E/CDK2 besser verstehen zu 
können. Hierbei wurde ING5 als neues potentielles Substrat identifiziert. Mit 
den initialen Befunden, dass ING-Proteine das Zellverhalten durch die 
Bindung an und die Regulation von p53 steuern, wurde die Hypothese 
aufgestellt, dass Cyclin E/CDK2 über die Phosphorylierung von ING5 Einfluss 
auf die Zellproliferation und die Apoptose nehmen könnte. 
In der vorliegenden Arbeit sollte daher zum einen die Funktionen von ING5 
weiter untersucht und definiert werden und zum anderen die Bedeutung der 
Cyclin E/CDK2 abhängigen Phosphorylierung charakterisiert werden.  
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2 Ergebnisse 
2.1 Charakterisierung der ING5 Phosphorylierung 
Zu Beginn dieses Projektes war unsere Arbeitsgruppe daran interessiert zu 
verstehen, wie Myc die unterschiedlichsten Funktionen in der Zelle reguliert. 
Es war bekannt, dass Myc/Max ein starker Aktivator von Cyclin E/CDK2 ist 
und den Übergang von der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus reguliert. 
Um besser verstehen zu können, wie Cyclin E/CDK2 den Übergang in die S-
Phase reguliert, hatten wir in Vorarbeiten einen Kinase-Substrat-Screen 
durchgeführt. Dabei konnten wir 26 potentielle neue Substrate identifizieren 
(Pandithage et al., 2008). Eines dieser identifizierten Proteine war ING5 (Abb. 
2.1a). In folgenden Experimenten konnten wir die Phosphorylierungsstelle in 
in vitro-Experimenten kartieren und nachweisen, dass ING5 durch Cyclin E 
und Cyclin A/CDK2 an Threonin 152 phosphoryliert wird. Um diese Befunde 
an endogenem ING5 verifizieren zu können, generierten wir in 
Zusammenarbeit mit Frau Dr. E. Kremmer (Institut für Molekulare 
Immunologie, Deutsches Forschungszentrum für Gesundheit und Umwelt, 
München) phosphospezifische monoklonale Antikörper (mAB). In meiner 
Diplomarbeit konnte ich mehrere Antikörper selektionieren, die 
überexprimiertes ING5-T152-P spezifisch erkennen, von den sich der 
Antikörper 3H5-4-4 als der spezifischste erwies. 
2.1.1 Charakterisierung des phosphospezifischen Antikörpers 
Damit der Antikörper in weiteren Experimenten eingesetzt werden konnte, 
mussten weiter Versuche unternommen werden, um die Spezifität des 
selektionierten Antikörpers weiter zu charakterisieren und zu definieren. 
Daher wurden zusätzlich in vitro Untersuchungen mit rekombinanten 
Proteinen durchgeführt, bei denen einerseits radioaktiv-markiertes ATP in 
einem Kinase-Versuch eingesetzt wurde und andererseits die 
Phosphorylierung mit dem phosphospezifischen Antikörper (3H5-4-4) 
nachgewiesen wurde. In diesem Experiment wurde der rekombinant 
hergestellte Cyclin E/CDK2-Kinasekomplex zusammen mit bakteriell 
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exprimiertem GST-ING5 und ATP bzw. 32Pγ-ATP 30 Minuten inkubiert und 
anschließend die Proteine über eine SDS-PAGE aufgetrennt. Das 32P-
phosphorylierte GST-ING5 wurde auf einem Film bei -80°C über Nacht 
exponiert. Währendessen wurde die ING5-Phoshorylierung des ATP-
unmarkierten Kinase-Versuchs mit dem zu testenden phosphospezifischen 
Antikörpers (3H5-4-4) im Westernblot detektiert.  
Bei dem radioaktiven Kinase-Versuch konnte ein spezifisches Signal auf dem 
Film nachgewiesen werden. Die Signalhöhe stimmte mit der im Gel durch 
Coomassie Blue angefärbten ING5-Bande bei einem Molekulargewicht von 
54kDa überein (Abb. 2.1b). Die in vitro Phosphorylierung von ING5 durch 
Cyclin E/CDK2 konnte somit nachgewiesen werden. Der mAb (3H5-4-4) 
zeigte ebenfalls ein spezifisches Signal, bei einer Höhe von 54kDa, welches 
mit der ING5-Bande übereinstimmt (Abb. 2.1b). Ohne den Einsatz von Cyclin 
E/CDK2 bzw. ohne ATP konnte kein Signal detektiert werden. Somit kann 
geschlossen werden, dass der mAb (3H5-4-4) phosphoryliertes ING5 erkennt. 
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Abb. 2.1: ING5 wird an Threonin 152 durch Cyclin E/CDK2 phosphoryliert 
A: Schematische Darstellung von ING5 mit der möglichen Phosphorylierungsstelle Threonin 152 (siehe 
auch Abb. 1.13). 
B: GST-ING5 oder GST wurden in vitro durch Cyclin E/CDK2 phosphoryliert und anschließend die 
Phosphorylierung an Threonin 152 bestimmt. Sowohl wurde das 32P-Signal mittels der Film-
Exponierung gezeigt (links)  als auch mittels eines phosphorspezifischen mAb (3H5-4-4) nachgewiesen 
(rechts) . Zusätzlich wurde das Gel mit Coomassie  Blue (CB) angefärbt. 
Im nächsten Schritt sollte untersucht werden, ob diese Phosphorylierung von 
endogenen ING5 mit Hilfe des phosphorspezifischen Antikörpers (3H5-4-4) 
nachweisbar ist. Die Proteinmenge von ING5 in Zellen ist eher niedrig und die 
Phosphorylierung von ING5 konnte in direkten Immunoanalysen nicht 
nachgewiesen werden. Daher wurde ING5 aus HEK293-Lysaten mit Hilfe 
eines polyklonalen ING5 Antikörpers (3716) zuerst immunpräzipitiert und 
anschließend in den Phosphatase (PPase)-spezifischen CIAP-Puffer 
umgepuffert. Ein Ansatz wurde mit alkalin shrimps PPase inkubiert, während 
der zweite Ansatz mit PPase und zusätzlich mit PPase-Inhibitoren behandelt 
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wurde. Ein weiterer Kontrollansatz wurde ohne PPase inkubiert. Anschließend 
wurden die Proteine über eine SDS-PAGE aufgetrennt und das endogene, 
immunpräzipitierte ING5 mit dem phosphospezifischen (3H5-4-4) und dem 
proteinspezifischen (7A11) Antikörper im Westernblot detektiert.  
In dem Kontrollansatz konnte ein Signal mit dem zu testenden 
phosphospezifischen Antikörper (3H5-4-4) auf der zu erwartenden Höhe von 
28kDa nachgewiesen werden (Abb. 2.2). Die Behandlung der 
Immunpräzipitation (IP) mit alkalin shrimps PPase führte zu dem Verlust des 
Antikörpersignals an dieser Stelle. Wurde bei der PPase Behandlung aber die 
Enzymaktivität durch Zugabe von PPase-Inhibitoren im dritten Ansatz 
gehemmt, konnte das Signal mit dem phosphospezifischen Antikörper 
detektiert werden. Durch die Detektion mit dem proteinspezifschen ING5 
Antikörper (7A11) wurde sichergestellt, dass in allen Ansätzen vergleichbare 
ING5 Mengen enthalten waren. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Antikörper 3H5-4-4 nur 
ING5 erkennt, wenn dieses an Threonin 152 phoshporyliert ist. 
 
Abb. 2.2: Endogenes ING5 ist an Threonin 152 phosphoryliert 
Endogenes ING5 wurde mittels eines polyklonalen ING5-Antikörpers (3716) aus HEK293-Zellen 
immunpräzipitiert, anschließend mit Phosphatase behandelt und die ING5-Proteinmenge mit dem mAb 
7A11 und die Phosphorylierung mit dem mAb 3H5-4-4 gemessen. 
2.1.2 ING5 wird zellzyklusabhängig an Threonin 152 phosphoryliert 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass ING5 an Threonin 152 phosphoryliert 
wird wurde in nächsten Experimenten untersucht, ob diese Phosphorylierung 
zellzyklusabhängig reguliert wird. Auf Grund der in vitro Daten wurde 
postuliert, dass Cyclin E/CDK2 ING5 in Zellen phosphorylieren sollte. Daher 
wurde wildtyp (wt) ING5 oder ING5-T152A in HEK293-Zellen exprimiert. Bei 
der ING5-T152A-Mutante wurde die Aminosäure Threonin an der Stelle 152 
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zu einem Alanin mutiert und stellt somit eine, an dieser Stelle, nicht mehr 
phosphorylierbare Form von ING5 dar. Zusätzlich zu ING5wt wurde die 
Kinase Cyclin E/CDK2 überexprimiert. Als negative Kontrollen wurde 
einerseits eine dominant-negative Form von CDK2 (CDK2dn) und 
andererseits p27 cotransfiziert. Das p27-Protein kann durch Bindung an 
Cyclin E/CDK2 die Kinaseaktivität blockieren. Nach der Zelllyse wurden die 
Proteine mittels einer SDS-PAGE aufgetrennt und der ING5-
Phosphorylierungsstatus mit den spezifischen Antikörpern im Westernblot 
nachgewiesen. 
Während auf ING5-T152A kein Signal messbar war, konnte ING5wt mit dem 
phosphospezifischen Antikörper detektiert werden (Abb. 2.3). Die 
Coexpression von Cyclin E/CDK2 verstärkte das Phosphorylierungssignal von 
ING5 an T152. Das Signal der ING5-Phosphorylierung konnte jedoch nicht 
nachgewiesen werden, wenn ING5wt mit p27 cotransfiziert wurde. Das 
gleiche Ergebnis wurde durch die Überexpession von CDK2dn erzielt. Zur 
Kontrolle wurden alle überexprimierten Proteine im Westernblot mit 
spezifischen Antikörpern nachgewiesen. Zusätzlich wurde Aktin als 
Ladekontrolle mittels eines spezifischen Antikörpers (C4) detektiert. 
Somit kann festgestellt werden, dass die Phosphorylierung von ING5 an T152 
durch die Modulation von Cyclin E/CDK2 reguliert werden kann. 
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Abb. 2.3: Cyclin E/CDK2 phosphoryliert ING5 an Threonin 152 in Zellen 
ING5wt und ING5-T152A wurden zusammen mit den angegebenen Plasmiden in HEK293 Zellen 
exprimiert und die Phosphorylierung an T152 wurde mit dem mAb 3H5-4-4 und die ING5-Proteinmenge 
über den HA-tag mit einem α-HA-Antikörper (C4) durch eine Westernblot-Analyse nachgewiesen. 
Zusätzlich wurden die Proteine mittels der Antikörper α-Cyclin E (M20), α-Aktin (C4), α-p27(BD) und α-
CDK2 (D-12) detektiert. 
In vorangegangenen Versuchen von Dr. Lilischkis konnte gezeigt werden, 
dass in vitro zusätzlich zu Cyclin E/CDK2 auch Cyclin A/CDK2 ING5 an T152 
phosphorylieren kann. Daher sollte getestet werden, ob dieser Kinasekomplex 
auch im zellulären System ING5 phosphorylieren kann. Hierfür wurden 
ING5wt und die nicht phosphorylierbare Mutante ING5-T152A in HEK293-
Zellen überexprimiert. Zusätzlich wurden entweder Cyclin E/CDK2 oder Cyclin 
A/CDK2 cotransfiziert. Als negative Kontrolle wurde das jeweilige Cyclin 
zusammen mit CDK2dn in Zellen eingebracht. Nach der Lyse der Zellen 
wurden anschließend die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im 
Westernblot analysiert. 
Wie auch im vorangegangenen Experiment konnte bei der Coexpression von 
Cyclin E/CDK2 wie auch von Cyclin A/CDK2 ein Signal mit dem 
phosphospezifschen Antikörper auf der Höhe von ING5wt nachgewiesen 
werden (Abb. 2.4). Dieses phosphospezifische Signal konnte bei der 
zusätzlichen Expression von CDK2dn nicht detektiert werden und verhielt sich 
damit genau wie die nicht phosphorylierbare Mutante ING5-T152A.  
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Aus diesem Experiment kann geschlossen werden, dass ING5 von Cyclin 
E/CDK2 und auch von Cyclin A/CDK2 an T152 im zellulären System  
phosphoryliert werden kann. 
 
Abb. 2.4: ING5 wird durch Cyclin A/CDK2 an T152 phosphoryliert 
ING5 und ING5-T152A wurden zusammen mit den angegebenen Plasmiden in HEK293 Zellen 
exprimiert und die Phosphorylierung wie in Abb. 2.3 nachgewiesen. Eingesezte Antikörper 
imWesternblot: Cyclin A (BF683); Cyclin E (M20); Aktin (C4); HA (3F10); ING5-P (3H5-4-4) und CDK2 
(D-12) 
Nach diesem Experiment lag die Hypothese nahe, dass ING5 während des 
Zellzylus beim Übergang in die S-Phase durch Cyclin E/CDK2 phosphoryliert 
wird. Von Beginn der S-Phase bis zum Eintritt in die M-Phase könnte Cyclin 
A/CDK2 ING5 phosphorylieren. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden 
in den nächsten Experimenten verschiedene Zellzyklusinhibitoren eingesetzt. 
Diese Inhibitoren erlauben eine Bestimmung des Phosphorylierungsstatus zu 
bestimmten Zellzyklusphasen. Die eingesetzten Inhibitoren sollen im 
Folgenden kurz erläutert werden. 
Lovastatin wurde eingesetzt, um Zellen in der frühen G1-Phase zu arretieren. 
Es inhibiert die HMG-CoA-(3-hydroxy-3-methyglutaryl-coenzyme A) Reduk-
tase, wodurch die Mevalonatsynthese gehemmt wird. Die Blockierung führt 
über mehrere Zwischenschritte zu einer Stabilisierung von RB und damit zu 
einem Anstieg der p27-Proteinmenge. Dadurch kommt es zur Erniedrigung 
der CDK-Aktivität und die Zellen arretieren in der G1-Phase. 
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Außerdem wurde der Inhibitor Hydroxyurea eingesetzt. Dieser Inhibitor 
hemmt die DNA-Synthese, indem er die Ribonukleotid-Reduktase inhibiert. 
Das führt dazu, dass die Zellen in der frühen S-Phase arretieren. Dieses 
Enzym ist für die Reduktion der Nukleotide in ihre jeweiligen 
Desoxynukleotide verantwortlich und daher für die DNA-Synthese 
unabdingbar.  
Ein weiterer verwendeter Inhibitor ist Nocodazol. Dieser Inhibitor löst eine 
Depolymerisierung der Mikrotubuli aus und kann dadurch die Zellen in der 
G2/M-Phase arretieren. 
Außerdem wurde der Inhibitor Colcemid eingesetzt. Dieser Inhibitor ist ein 
synthetisches Analog zu Colchizin und blockiert die Ausbildung des 
mikrotubulären Systems sowie des Spindelapparates der Zellen, wodurch 
Zellen in der Metaphase arretieren. 
Im folgenden Versuch wurden HEK293-Zellen mit ING5wt bzw. als negative 
Kontrolle mit ING5-T152A transfiziert. Die ING5wt-exprimierenden Zellen 
wurden anschließend einerseits für 24 Stunden mit 50µM Lovastatin, oder für 
18 Stunden mit 330nM Nocodazol, 200µM Hydroxyurea und 200ng/ml 
Colcemid inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen lysiert und die 
Proteine über eine SDS-PAGE aufgetrennt. Der ING5-Phosphorylierungs-
status wurde im Westernblot mit dem phosphospezifschen Antikörper (3H5-4-
4) und die ING5-Proteinmenge mit tag-spezifischen HA-Antikörper (3F10) 
bestimmt. 
In dem unbehandelten ING5wt-Zellansatz konnte die Phosphorylierung an 
T152 nachgewiesen werden (Abb. 2.5). Im Gegensatz dazu zeigte der 
Kontrollansatz mit ING5-T152A exprimierenden Zellen kein Phos-
phorylierungssignal. Wurden die ING5-Zellen jedoch zusätzlich mit Lovastatin 
in der G1-Phase arretiert, konnte ein leichter Anstieg von 1 zu 1,5 im 
Phosphorylierungssignal, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen, 
detektiert werden (siehe auch Quantifizierung Abb. 2.5). Die Menge an 
phosphoryliertem ING5-Protein stieg weiter an, wenn die Zellen mittels 
Hydroxyurea in der S-Phase arretiert wurden. Die Zellzyklusarretierung durch 
Nocodazol und Colcemid ergaben ein ähnlich starkes Signal an 
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phosphoryliertem ING5 und lagen damit im gleichen Bereich, wie Zellen, die 
in der S-Phase angehalten wurden. Zur Kontrolle der Arretierung der Zellen 
wurde außerdem Cyclin E detektiert. Hier konnte eine typische Cyclin E-
Proteinzunahme in Hydroxyurea-behandelten Zellen beobachtet werden. 
Nach der Nocodazol- und Colcemid-Behandlung konnte Cyclin E nicht mehr 
detektiert werden, so dass die Arretierung der Zellen damit bestätigt werden 
konnte. 
 
Abb. 2.5: ING5 wird zellzyklusabhängig an T152 phosphoryliert 
ING5 und ING5-T152A wurden in HEK293 Zellen exprimiert und anschließend mit Lovastatin (50µM) für 
24Std., Hydroxyurea (200µM) für 18Std., Nocodazol (330nM) für 18Std. und Colcemid (200ng/ml) für 
18Std. behandelt. Die ING5-Phosphorylierung wurde mit 3H5-4-4 nachgewiesen. Die Proteinmengen 
wurden mit den folgenden Antikörpern detektiert: ING5 7A11, Aktin C4 und Cyclin E (M20) 
nachgewiesen. Zusätzlich wurde eine Quantifizierung der Banden von ING5-P zu ING5 durchgeführt. 
Durch das vorangegangene Experiment konnte dargestellt werden, dass 
überexprimiertes ING5 zellzyklusabhängig phosphoryliert wird. Im nächsten 
Schritt sollte geklärt werden, ob auch endogenes ING5 in vivo zellzyklus-
abhängig an T152 phosphoryliert wird. Daher wurden HEK293-Zellen mit den 
zuvor verwendeten Inhibitoren mit gleicher Konzentration und Zeitdauer 
inkubiert. Zusätzlich wurde ein Ansatz als negative Kontrolle mit Roscovitin 
(25µM) für 6 Stunden behandelt. Roscovitin ist ein selektiver CDK1/CDK2-
Inhibitor, der die Phosphorylierung durch Cyclin E/CDK2 und Cyclin A/CDK2 
blockiert. Nach der Lyse der behandelten Zellen wurde ING5 mit Hilfe eines 
polyklonalen Kaninchen-ING5-Antikörpers (Proteintech Group) durch 
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Immunpräzipitation isoliert und konzentriert. Anschließend wurden die 
Proteine über eine SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot analysiert.  
Auch hier konnte die Zellzyklusarretierung an Hand der Cyclin E- 
Proteinmenge bestätigt werden. Mit Hilfe des phosphospezifischen und des 
proteinspezifischen Antikörpers konnte der Phosphorylierungsstatus bestimmt 
werden. Das ING5-Phosphorylierungsignal an T152 stieg zur S-Phase 
(Hydroxyureabehandlung) hin an und blieb in der G2/M-Phase (Nocodazol- 
und Colcemidbehandlung) erhöht.  
 
Abb. 2.6: Endogenes ING5 wird zellzyklusabhängig an T152 phosphoryliert 
HEK293-Zellen wurden wie in Abb. 2.5 beschrieben mit den Inhibitoren Lovastatin, Hydroxyurea, 
Nocodazol und Colcemid inkubiert. Außerdem wurden Zellen mit Roscovitin (25µM) für 6Std. behandelt. 
Anschließend wurde ING5 mit dem pAb (Proteintech Group)) immunpräzipitiert. Die Proteinanalyse 
wurde wie in Abb. 2.2 durchgeführt. 
Zusätzlich zur Arretierung in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen sollte 
auch der Phosphorylierungsstatus von ING5 durch den Zellzyklus direkt 
gemessen werden. Dafür wurden MCF-7-Brustkrebszellen für 72 Stunden mit 
Fulvestrant (1µM) in der G0/G1-Phase arretiert. Fulvestrant ist ein Antagonist 
des Östrogenrezeptors. Durch die kovalente Bindung an den Rezeptor wird 
dieser vollständig inhibiert und die Zellen arretieren in der G1-Phase. Durch 
die Zugabe der zehnfache Menge von Tamoxifen, ein Agonist des 
Östrogenrezeptors, kann dieser reaktiviert werden und die Zellen treten 
synchron in den Zellzyklus ein (Foster et al., 2003).  
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Zu bestimmten Zeitpunkten wurden Zellproben genommen und lysiert. 
Anschließend wurden die Proteine über eine SDS-PAGE aufgetrennt und im 
Westernblot analysiert. 
Damit gezeigt werden konnte, dass die Zellen in der G1-Phase arretiert 
waren, wurden die Proteinmengen von p27, Cyclin B, Rb und der 
Phosphorylierungsstatus von Rb mit spezifischen Antikörpern detektiert (Abb. 
2.7). 16 Stunden nach Einstieg in den Zellzyklus konnte bereits ein Anstieg  
der Phosphorylierung von ING5 detektiert werden. Dieser Effekt korrelierte mit 
dem Anstieg der Rb-Phosphorylierung. Zu diesem Zeitpunkt konnte ebenfalls 
eine deutliche Reduktion im p27-Proteinlevel nachgewiesen werden. 
Aus diesem Befund kann geschlossen werden, dass ING5 von Beginn der S-
Phase an phosphoryliert wird. 
 
Abb. 2.7: ING5 wird ab Beginn der S-Phase während des Zellzyklus an T152 phosphoryliert 
MFC-7-Zellen wurden 72 Stunden mit 1µM Fulvestrant arretiert und anschließend mit der 10fachen 
Menge an Tamoxifen in den Zellzyklus entlassen. Nach 0, 2, 16, 20, 24, 28 Stunden wurden jeweils 
Proben genommen, ING5 immunpräzipitiert und der Phosphorylierungsstatus ermittelt. Zusätzlich 
wurden Kontrollproteine für den Zellzyklus detektiert. 
Zusammenfassend kann aus den angeführten Experimenten geschlossen 
werden, dass ING5 während des Zellzyklus durch Cyclin E/CDK2 und Cyclin 
A/CDK2 am Übergang der G1-Phase bis zur M-Phase an T152 phosphoryliert 
wird.  
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2.1.3 Die Funktion der ING5-Phosphorylierung  
Da die Phosphorylierung von Proteinen in vielen Fällen auch mit einer 
Veränderung der Funktion des Proteins einhergeht, sollte im Folgenden die 
ING5-Phosphorylierung in Bezug auf ihre Funktion charakterisiert werden.  
2.1.3.1 ING5 Lokalisation 
Da sich die Phosphorylierungsstelle innerhalb eines der beiden NLS befindet, 
lag die Vermutung nahe, dass die Phosphorylierung die Lokalisierung von 
ING5 innerhalb der Zelle beeinflusst.  
Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden HeLa-Zellen mit ING5wt und 
verschiedenen ING5-Mutanten transfiziert. Die Mutante ING5-T152A 
(Threonin zu Alanin mutiert) imitiert dabei die nicht-phosphorylierte Form von 
ING5 im Gegensatz zu den beiden Mutanten ING5-T152D (Threonin zu 
Asparaginsäure) und ING5-T152E (Threonin zu Glutaminsäure), die eine 
phosphorylierte Form von ING5 nachahmten. Da für es ING5 zwei postulierte 
NLS gibt, wurde zusätzlich das zweite NLS am C-Terminus deletiert (Abb. 
2.8). Durch diese Deletion sollte ausgeschlossen werden, dass ING5 über 
einen anderen Mechanismus in den Zellkern transportiert wird. Anschließend 
wurden die Zellen fixiert und die Lokalisation der ING5-Varianten mittels des 
tag-HA-Antikörpers nachgewiesen. An den sekundären Antikörper war der 
Farbstoff Alexa555 gekoppelt, der nach Anregung mit UV-Licht am 
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden konnte. Zusätzlich wurde 
genomische DNA im Zellkern mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 33258 
angefärbt, welcher in den DNA-Doppelstrang interkaliert.  
Die Zellkerne konnten deutlich mit Hoechst angefärbt werden, so dass eine 
Unterteilung von kernständigen und cytoplasmatischen Signalen vorge-
nommen werden konnte. Wurde das überexprimierte ING5wt mittels tag-
spezifschen HA-Antikörper nachgewiesen, konnte ein deutliches Signal 
hauptsächlich im Zellkern der Zellen bestimmt werden. Zusätzlich konnte bei 
einigen transfizierten Zellen ein schwaches Signal im Cytoplasma gemessen 
werden (Abb. 2.8). Wurden die verschieden ING5-Mutanten überexprimiert 
konnte kein Unterschied zwischen den Signalen im Vergleich zu ING5wt 
beobachtet werden. Auch hier wurde ein starkes kernständiges Signal und ein 
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schwächeres cytoplasmatisches Signal ermittelt. Wurde nun ING5 mit dem 
deletierten C-terminalen NLS (ING5wt_dNLS) transfiziert, konnte eine 
Zunahme des Signals im Cytoplasma beobachtet werden (Abb. 2.8). 
Zusätzlich war auch ein kernständiges Signal deutliches zu sehen. Die 
verschieden Phosphorylierungs-Mutanten mit der Deletion im C-terminalen 
NLS zeigten, nach Überexpression, auch alle eine Zunahme des Signals im 
Cytoplasma. Aber zwischen diesen verschiedenen ING5-Mutanten und dem 
ING5wt konnte auch hier kein Unterschied beobachtet werden.  
Dieses Ergebnis führt zu der Schlussfolgerung, dass durch die 
Phosphorylierung an T152 die Lokalisation von ING5 nicht reguliert wird. 
 
Abb. 2.8: ING5 Verteilung in der Zelle 
HeLa-Zellen wurden mit den angegeben HA-getaggten Plasmiden transient transfiziert. Anschließend 
wurden die Zellen mit 3,7%-PFA fixiert und die überexprimierten Proteine mit dem HA-(3F10) Antikörper 
nachgewiesen. Zusätzlich wurde die DNA mir dem Farbstoff Hoechst 33258 angefärbt. Repräsentative 
Überlagerung beider Färbungen bei einer 400x Vergrößerung (links). Schematische Darstellung der 
ING5-Mutanten (rechts). 
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2.1.3.2 ING5-Phosphorylierung und Zellproliferation 
Da kein phosphorylierungsabhängiger Effekt auf die intrazelluläre Verteilung 
von ING5 gezeigt werden konnte, sollte als nächstes untersucht werden, ob 
die Phosphorylierung von ING5 einen Effekt auf die Proliferation von Zellen 
hat. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von ING5 und 
p53 unabhängig von der ING5-Phosphorylierung ist (Diplomarbeit, Ulrike 
Bongers). Daher sollte geklärt werden, ob ein möglicherweise auftretender 
Phosphorylierungseffekt auf die Proliferation p53-abhängigen ist. Daher 
wurden im folgenden Versuch sowohl HCT116 p53-wildtyp (wt) Zellen als 
auch HCT116 p53-negative (p53-/-) Zellen zum Vergleich eingesetzt. 
2.1.3.3 Zellzyklus 
Die HCT116wt und p53-/--Zellen wurden mit ING5wt oder den 
unterschiedlichen Mutanten transient transfiziert. Damit transfizierte Zellen 
von untransfizierten Zellen unterschieden werden konnten, wurden die Zellen 
zusätzlich mir GFP-Tubulin transfiziert. Alle Zellen wurden für 45 Minuten mit 
Vybrant behandelt. Vybrant interkaliert in die doppelsträngige DNA und kann 
durch einen Laser mit einer Wellenlänge von 405nm angeregt werden. Durch 
eine FACS-Analyse lässt sich so der genomische DNA-Gehalt bestimmen 
und die Verteilung aller Zellen einer Population im Zellzyklus ableiten. 
Untersucht wurden nur GFP-positive, also transfizierte Zellen, so dass der 
Effekt von ING5 und der eingesetzten Mutanten auf den Zellzyklus bestimmt 
werden konnte. Als positive Kontrolle wurde der Zellzyklusinhibitor p27 
transfiziert, der im Zellzyklus zu einem G1-Phase Arrest führt. 
Die Zellzyklus-Verteilung verschiedener Ansätze wurde in einem Histogramm 
dargestellt, um den Effekt der überexprimierten Proteine besser vergleichen 
zu können (Abb. 2.9). Die X-Achse gibt Fluoreszenz-Intensität und die Y-
Achse die Zellanzahl an. Im Vergleich zum Kontrollansatz (rot), zeigten 
sowohl p53-/- als auch die wt-Zellen, die mit p27 transfiziert waren (blau), 
einen deutlichen G1-Phase-Arrest. Die Überexpression von ING5 (grün) hatte 
in beiden Zelltypen keinen sichtbaren Effekt auf die Zellzyklusverteilung. Dies 
galt auch für die nicht-phosphorylierbare Mutante ING5-T152A (gelb) und für 
die phospho-imitierende Mutante ING5-T152D (türkis). Im Vergleich zu den 
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HCT116wt-Zellen konnte in den p53-/--Zellen allgemein eine Zunahme an 
Zellen  in der S-Phase beobachtet werden. 
 
Abb. 2.9: Phosphorylierungsabhängiger ING5-Effekt auf den Zellzyklus 
HCT116 ± p53 wurden mit den angegebenen Plasmiden transfiziert. Durch die Cotransfektion von GFP-
Tubulin konnten die transfizierten Zellen bestimmt werden. Zellen wurden 45 Minuten mit Vybrant 
behandelt und die Zellzyklusverteilung anhand der FACS-Analyse bestimmt. Gezeigte Populationen 
wurden nach GFP und nach Einzelzellen eingegrenzt. HCT116wt-Zellen (oben). HCT116 p53-/--Zellen 
(unten). 
Kolonieformationsassay 
Zusätzlich zur FACS-Analyse wurden Kolonieformationsassays mit den 
HCT116wt und p53-/--Zellen durchgeführt, um Zellproliferation zu messen. 
Hierbei wurden Zellen wie im vorangegangen Versuch transfiziert. Als 
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Selektionsmarker für transfizierte Zellen wurde statt GFP-Tubulin ein 
Resistenzgen gegen Puromycin cotransfiziert. Mit Hilfe dieser Resistenz 
konnten die transfizierten Zellen mit Puromycin-Behandlung selektioniert 
werden. Anschließend wurden die Zellen solange kultiviert bis sie deutliche 
Kolonien bildeten und diese mit Methylenblau angefärbt werden konnten. 
Zellen, die nur mit einem Leervektor transfiziert wurden (Kontrolle), konnten 
keine Kolonien bilden, da alle Zellen aufgrund der Selektion mit Puromycin 
starben (Abb. 2.10). Als positive Kontrolle wurden Zellen nur mit dem 
Resistenzgen für Puromycin transfiziert (Puromycin). Die zusätzliche Kontrolle 
mit p27 ergab, wie erwartet eine Reduktion in der Kolonienbildung, weil die 
Überexpression von p27 zu einer Zellzyklus-Arretierung in der G1-Phase  
führt. Die ING5-Überexpression führte zu einer leichten Reduktion der 
Kolonienbildung, genauso wie die Überexpression der einzelnen Mutanten. 
Da dieser Effekt auch in den HCT116 p53-/--Zellen auftrat, kann davon 
ausgegangen werden, dass diese Reduktion unabhängig von dem ING5-
Phosphorylierungsstatus und von p53 ist. 
Beide Experimente zeigen, dass ING5 keinen phosphorylierungsabhängigen 
Einfluss auf die Proliferation von Zellen nimmt. 
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Abb. 2.10: Effekt der ING5 Phophorylierung auf die Kolonienbildung 
HCT116wt und p53-/--Zellen wurden mit den angegebenen Expressionsplasmiden transfiziert. 
Anschließend wurde eine Selektion mit 2µg/ml Puromycin für 20 Std. durchgeführt. Nach zehn Tagen 
wurden die entstandenen Kolonien mit Methylenblau angefärbt. 
2.1.3.4 Phosphorylierungsabhängige Interaktionen 
Doyon und Kollegen zeigten 2006, dass ING5 an MCM2 und HBO1 binden 
kann (Doyon et al., 2006). Im Folgenden sollte diese Interaktion verifiziert 
werden und zusätzlich untersucht werden, ob diese Interaktion abhängig von 
der ING5-Phosphorylierung an T152 ist. 
2.1.3.5 Interaktion mit MCM2 
Zur Überprüfung der ING5-MCM2-Interaktion wurden MCM2 und ING5wt 
bzw. die unterschiedlichen Mutanten in HEK293-Zellen überexprimiert. Nach 
der Zelllyse wurde ING5 mit einem HA-spezifischen Antikörper 
immunpräzipitiert. Anschließend wurden mögliche gebundene Proteine in 
einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe spezifischer Antikörper im 
Westernblot nachgewiesen. Zusätzlich wurde direktes Zelllysat analysiert, um 
zu überprüfen, ob alle Proteine exprimiert wurden.  
56 
Die Überexpression von MCM2 und den verschieden HA-ING5 Konstrukten 
konnte im Lysat mit dem spezifischen MCM2 Antikörper (N19) und dem HA-
Antikörper (3F10) nachgewiesen werden (Abb. 2.11). Zusätzlich wurde Aktin 
als Ladekontrolle mit dem spezifischen Antikörper (C4) detektiert. Sowohl in 
dem immunpräzipitierten ING5wt-Komplex, als auch in den ING5-T152A und 
ING5-T152D-Komplexen konnte ein spezifisches Signal für MCM2 
nachgewiesen werden. Da in jedem der drei immunpräzipierten ING5-
Komplexen MCM2 gefunden wurde, kann daraus geschlossen werden, dass 
die Interaktion zwischen den beiden Proteinen unabhängig von der ING5-
Phosphorylierung ist. 
 
Abb. 2.11: ING5-Interaktion mit MCM2 
HEK293-Zellen wurden mit den angegebenen Expressionsplasmiden transfiziert. Nach der Zelllyse 
wurde ING5 mittels HA-Antikörper (3F10) immunpräzipitiert und gebundenes MCM2 im Westerblot mit 
Hilfe des Antikörpers (N19) nachgewiesen. 
2.1.3.6 Interaktion mit HBO1 
Als nächstes sollte die Interaktion zwischen ING5 und HBO1 reproduziert 
werden. Dafür wurden HEK293-Zellen mit Myc-getaggten HBO1 und HA-
ING5wt bzw. HA-ING5-T152A cotransfiziert. Nach der Zelllyse wurde eine 
Immunpräzipitation mit dem HA-Antikörper (3F10) durchgeführt und dadurch 
der ING5-Komplex isoliert und konzentriert. Proteinkomplexe und die vorher 
abgenommene Proteinlysate wurden durch eine SDS-PAGE aufgetrennt und 
einzelne Proteine mit spezifischen tag-Antikörpern im Westernblot 
nachgewiesen.  
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In den Lysaten konnten die überexprimierten Proteine, ING5wt und ING5-
T152A mit dem HA-Antikörper (3F10) und HBO1 einerseits mit dem Myc-
Antikörper (N262) und andererseits mit dem HBO1-spezifischen Antikörper 
(ab37289) nachgewiesen werden (Abb. 2.12). Außerdem wurde als 
Ladekontrolle Aktin (C4) detektiert. In den Immunpräzipitaten (IP) von ING5wt 
und der nichtphosphorylierbaren Mutante konnten beide mit dem HA-
Antikörper im Westernblot identifiziert werden. Außerdem konnte gezeigt 
werden, dass sich ING5 und HBO1 in einem Komplex befinden. HBO1 konnte 
sowohl mit dem tag-spezifischen Antikörper (N262) als auch mit dem 
proteinspezifischen Antiköper in der IP detektiert werden. In den beiden 
Ansätzen, die nur überexprimiertes ING5wt bzw. ING5-T152A enthielten, 
konnte ebenfalls eine Protein-Bande mit dem HBO1-spezifischen Antikörper 
im Westernblot visualisiert werden, welche jedoch durch den tag-spezifischen 
Antikörper nicht erkannt wurde. Somit muss es sich bei dem detektierten 
HBO1 um endogenes Protein handeln. 
Aus dem Versuch kann geschlossen werden, dass ING5 und HBO1 
zusammen in einem Komplex phosphorylierungsunabhängig vorkommen.  
 
Abb. 2.12: Interaktion von ING5 und HBO1 
Die angegebenen Proteine wurden in HEK293-Zellen überexprimiert. An die Zelllyse schloss sich eine 
Immunpräzipitation des ING5-Komplexes mit dem HA-Antikörper (3F10) an. Das gebundene HBO1 
wurde im Weternblot mittels Antikörpern gegen den Myc-tag (N-262) und gegen HBO1 (ab37289) selbst 
detektiert. Die Sternchen zeigen unspezifische Banden. 
Abschließend kann gesagt werden, dass die Interaktionen von HBO1 und 
MCM2 mit ING5 bestätigt werden konnten. Diese Interaktionen scheinen 
jedoch nicht abhängig von der ING5-Phosphorylierung zu sein.  
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2.1.4 ING5 knockdown  
Doyon und Kollegen konnten außerdem zeigen, dass ein knockdown von 
ING5 zu einer Reduktion im BrdU-Einbau während der Replikation führte, was 
eine Bedeutung von ING5 für das Zellwachstum und insbesondere für die S-
Phase nahe legt (Doyon et al., 2006). Daher sollte im Folgenden der Effekt 
von shING5 auf das Zellwachstum untersucht werden. 
2.1.4.1 Test der shING5-RNA auf ING5-Protein 
Als erstes wurden die in Vorarbeit hergestellten shRNAs gegen ING5 pSuper-
shING5-1 und pSuper-shING5-2 auf überexprimiertem ING5-Protein getestet. 
Dafür wurden HEK293-Zellen mit ING5wt überexprimiert und shING5-1, 
shING5-2 bzw. eine shKontrolle cotransfiziert. Nach 72h wurden die Zellen 
lysiert und die Proteine über die SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend im 
Westernblot analysiert. 
Die ING5-Proteinmenge wurde mit dem HA-Antikörper ermittelt. Im Vergleich 
zu Zellen, die mit Kontroll-shRNA transfiziert wurden, konnte eine deutliche 
Reduktion der ING5-Proteinmenge beobachtet werden, wenn die Zellen mit 
einer der beiden shRNAs gegen ING5 transfiziert wurden, wobei shING5-1 
einen stärkeren knockdown verursachte als shING5-2 (Abb. 2.13 links). 
Anschließend wurde der Effekt der beiden shRNAs auf endogenes ING5 
bestimmt. Dazu wurden HEK293-Zellen mit shING5-1, shING5-2 bzw. der 
Kontroll-shRNA transfiziert. Zusätzlich wurde der CD4-Rezeptor exprimiert. 
Mit Hilfe des CD4-Rezeptors konnte nach 48 Stunden eine Selektion der 
Zellen über CD4-gekoppelte Beads erfolgen. Die Selektion musste bereits 
nach 48 Stunden durchgeführt werden, weil nach 72 Stunden deutlich 
weniger Zellen in den shING5-1 und shING5-2 transfizierten Ansätzen waren, 
so dass ein Vergleich nicht mehr hätte vorgenommen werden können. 
Anschließend wurden die Zellen lysiert, Proteine mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und im Westernblot analysiert.  
Als Ladekontrolle wurde die Proteinmenge an Aktin mit dem 
proteinspezifischen Antikörper (C4) bestimmt. Die Proteinmenge an ING5  
wurde mittels des proteinspezifischen Antikörpers (7A11) ermittelt. 
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Anschließend wurde eine Quantifizierung des Antikörpersignals durchgeführt, 
indem das Signal für Aktin zu dem ING5-Signal ins Verhältnis gesetzt wurde 
(Abb. 2.13 rechts). Wie auch mit überexprimierten ING5 reduziert shING5-1 
die Menge an endogenem ING5 um 56% und shING5-2 um 45%.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass beide shRNAs zu einer Reduktion 
der ING5-Proteinmenge führen, wobei shING5-1 stärker als shING5-2 wirkte 
und in den weiteren Experimenten eingesetzt wurden. 
 
Abb. 2.13: Effektivitätsbestimmung von shING5-1 und shING5-2 
Links: HEK293-Zellen wurden mit HA-ING5wt und den angegebenen shRNAs transfiziert und nach 
72Std. die ING5-Proteinlevel im Westernblot mit HA-Antikörper bestimmt (3F10). 
Rechts: HEK293-Zellen wurden mit dem CD4-Rezeptor und den angegebenen shRNAs transfiziert. 
Nach 48Std wurde eine CD4-Selektion durchgeführt und die ING5-Proteinmenge im Westernblot mit 
einem proteinspezifischen ING5-Antikörper (7A11) bestimmt. Anschließend wurde die ING5-Menge 
mittels Bandenintensität quantifiziert. 
2.1.4.2 ING5 knockdown-Effekt auf den Zellzyklus 
Im Folgenden wurden die shRNAs gegen ING5 in HCT116wt-Zellen 
eingebracht und anschließend ein Zellzyklusprofil erstellt. Dafür wurden 
HCT116wt-Zellen mit shING5-1 und shING5-2 bzw. shKontrolle transfiziert. 
Als Transfektionsmarker wurde GFP-Tubulin cotransfiziert. Nach 72 Stunden 
wurden die Zellen 45 Minuten mit Vybrant inkubiert und anschließend mittels 
FACS analysiert.  
Die Zellzyklusverteilung der transfizierten Zellen ist als Histogramm 
dargestellt (Abb. 2.14). Die X-Achse gibt Fluoreszenz-Intensität und die Y-
Achse die Zellanzahl in Prozent an. HCT116-Zellen, die nur mit GFP-Tubulin 
transfiziert wurden (rot), zeigten ein typisches Verteilungsmuster im 
Zellzyklus. Eine ähnliche Verteilung konnte auch bei Zellen, die mit der 
Kontroll-shRNA transfiziert waren (blau), gemessen werden. Wurden die 
Zellen jedoch mit der shING5-2 (grün) transfiziert, konnte eine deutliche 
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Abnahme der G1-Phase-Population und eine Akkumulation der S-Phase-
Population beobachtet werden. Die mit shING-1 transfizierten Zellen konnten 
in diesem Experiment nicht untersucht werden, da sie mehrheitlich tot waren. 
Diese Versuche bestätigten damit die Befunde, wie schon von Doyon gezeigt 
(Doyon et al., 2006).  
 
Abb. 2.14: shING5-Effekt auf die Zellzyklusverteilung 
Oben: HCT116wt-Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert. GFP-Tubulin dient als 
Transfektionsmarker. Nach 72Std. wurden die Zellen 45min mit Vybrant behandelt und die 
Zellzyklusverteilung mittels FACS analysiert. Gezeigte Populationen wurden nach GFP und nach 
Einzelzellen eingegrenzt. 
Unten: Quantifizierung: Mittelwerte drei unabhängiger Experimente mit Standardabweichung 
2.1.4.3 shING5-Effekt auf das Zellwachstum 
Nachdem ein shING5-Effekt auf die Zellzyklusverteilung beobachtet werden 
konnte, sollte der Effekt auf das Zellwachstum nach ING5 knockdown 
genauer untersucht werden.  
Deshalb wurde anschließend ein Kolonieformationassay durchgeführt. Damit 
mögliche zelllinienspezifische und p53-abhängige Effekte ausgeschlossen 
werden konnten wurde das Experiment parallel in HeLa-, HCT116wt-, 
HCT116p53-/--Zellen durchgeführt. Die Zellen wurden mit shING5-1, shING5-2 
bzw. der Kontroll-shRNA transfiziert. Als Selektionsmarker für transfizierte 
Zellen wurde ein Resistenzgen gegen Puromycin transfiziert. Nach der 
Selektion wurden die Zellen kultiviert bis sich deutliche Kolonien bildeten, 
welche mit Methylblau angefärbt wurden.  
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In den HeLa-, den HCT116wt- und den HCT116p53-/--Zellen konnte ein 
ähnliches Wachstumsmuster beobachtet werden (Abb. 2.15). Zellen, die nur 
mit einem Leervektor transfiziert wurden, dienten als Selektionskontrolle, da 
sie keine Resistenz gegen Puromycin besaßen und daher starben. Zellen mit 
Puromycinresistenz bildeten deutliche Kolonien. Wurden die Zellen zusätzlich 
mit p27 transfiziert, war die Kolonienbildung wie erwartet stark reduziert. Die 
Transfektion mit shRNA gegen ING5 führte mit beiden Konstrukten zu einer 
vergleichbaren Reduktion an Kolonien. Die Reduktion war genau so stark, wie 
die durch p27 vermittelte Kolonienreduktion. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der knockdown von ING5 in Zellen 
zu einer Reduktion der Kolonienbildung und damit dem Zellwachstum führt, 
und dass dieser Effekt unabhängig von p53 ist. 
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Abb. 2.15: Der kockdown von ING5 führt zur Reduktion in der Kolonienbildung 
HCT116wt-, HCT116p53-/-- und HeLa-Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert. An-
schließend wurde eine Selektion mit 2µg/ml Puromycin für 20Std. durchgeführt. Nach zehn Tagen wur-
den die entstandenen Kolonien mit Methylenblau angefärbt. A: HeLa-; B: HCT116wt-; C: HCT116p53-/--
Zellen 
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2.1.4.4 shING5-Effekt auf die Zellviabilität 
Da sich der starke shING5-Effekt auf das Zellwachstum nicht mit der 
vergleichbar leichten Akkumulation der S-Phase-Population von Zellen 
erklären lässt, sollte als nächstes getestet werden, ob der knockdown von 
ING5 einen Effekt auf die Lebensfähigkeit von Zellen hat. Hierfür hatte es ja 
auch schon erste Hinweise gegeben (Versuch 2.1.3.2). Daher wurde der 
Anteil an sterbenden Zellen nach shING5-Überexperssion mittels einer 
Annexin V/PI-Färbung bestimmt.  
Annexin V bindet Phosphatidylserin (PS), welches sich in intakten Zellen auf 
der cytoplasmatischen Innenseite der Plasmamembran befindet. Im Laufe der 
Apoptose kommt es zum Verlust der Symmetrie der Plasmamembran, 
wodurch PS vermehrt in der nach außen gerichteten Membranseite auftritt. 
Bei nekrotischen Zellen schwillt die Zelle an, was mit dem anschließenden 
Platzen der Zelle verbunden ist. Dadurch wird das PS auch zugänglich für das 
Annexin V wird. Zur Abgrenzung der apoptotischen von nekrotischen Zellen 
wurden die Zellen zusätzlich mit Propidiumiodid (PI) behandelt. PI ist ein 
Farbstoff, der in die doppelsträngige DNA interkaliert. Dies kann nur erfolgen, 
wenn die Plasmamembran permeabel ist und PI in die Zelle gelangen kann. 
Nekrotische Zellen sind daher immer PI und Annexin positiv wohingegen 
apoptotische Zellen anfangs nur Annexin V positiv sind und erst im Verlauf 
der Apoptose, wenn die Plasmamembran permeabel wird, auch PI positiv 
werden (Vermes et al., 1995). Das Annexin V ist an ein Fluorophor (e-Flour 
450) gekoppelt, so dass die der Zellen nach der Färbung im FACS untersucht 
werden können. 
Ein weiteres Merkmal des programmierten Zelltods ist die Aktivierung von 
Proteasen, den sogenannten Caspasen. Da alle apoptotischen Signalwege 
über die kaskadenartige Aktivierung von Caspasen führen, wurde zusätzlich 
ein Caspase-Inhibitor z-VAD-fmk (Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp(OMe)-
Fluoromethylketon) eingesetzt. Dieser Inhibitor ist ein synthetisches 
Tetrapeptid, das irreversibel an das aktive Zentrum aller Caspasen bindet und 
diese inaktiviert (Borner and Monney, 1999). 
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In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die 
Inhibierung des Zellwachstums verursacht durch den knockdown von ING5 
unabhängig von p53 ist. Daher wurde auf den Parallelversuch in HCT116-
p53-/--Zellen verzichtet und der Versuch nur in HCT116wt-Zellen durchgeführt. 
Die Zellen wurden jeweils mit den beiden shING5-1 und shING5-2 
Konstrukten und einer Kontroll-shRNA transfiziert. Zusätzlich wurde GFP-
Tubulin als Transfektionsmarker cotransfiziert. Nach 48 Stunden wurden die 
Zellen mit Z-VAD (100µM) oder DMSO für weitere 24 Stunden inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen mit Annexin V-eFlour 450 und PI angefärbt.  
In Abb. 2.16 sind die einzelnen Ansätze in einem Dotblot dargestellt, wobei 
die X-Achse die Annexin V-Intensität und die Y-Achse die PI-Intensität 
anzeigt. Die apoptotischen (Annexin V positive Zellen, unterer rechter 
Quadrant) und die toten Zellen (Annexin V und PI-positive Zellen, oberer 
rechter Quadrant) wurden zusammengefasst und ihr relativer Anteil in den 
einzelnen Dotblots angegeben. Diese beiden Quadranten wurden 
zusammengefasst, weil man sich die Zellpopulation zu einen bestimmten 
Zeitpunkt anguckt, wobei einige Zellen gerade die Apoptose (Annexin V-
positiv) einleiten, wohingegen andere sie gerade abgeschlossen (Annexin V- 
und PI-positiv) haben. Die Zellpopulation, die nur PI gefärbte Zellen zeigt eine 
unspezifische Hintergrundfärbung.  
Die kontrolltransfizierten Zellen zeigen einen apoptotischen Index von 21%. 
Wurden die Zellen mit shING5-1 oder shING5-2 transfiziert erhöhte sich die 
Anzahl apoptotischer Zellen auf 36% bzw. 45%. Auch in der Lösungsmittel-
kontrolle mit DMSO konnte ein deutlicher Anstieg der Zellsterblichkeit 
beobachtet werden. Wurden die Zellen nach der shING5-1 oder shING5-2 
Transfektion mit Z-VAD inkubiert, reduzierte sich der apoptotische Index auf 
21% (shING5-1) beziehungsweise auf 32%. 
Aus diesem Experiment kann geschlossen werden, dass ein knockdown von 
ING5 zu einer erhöhten Apoptose von Zellen führt. 
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Abb. 2.16: Der knockdown von ING5 führt zu einer erhöhten Apoptoserate 
HCT116wt-Zellen wurden mit den angegeben Konstrukten transfiziert. Nach 48 Std. wurden die Zellen 
mit Z-VAD (100µM) oder DMSO für weitere 24 Std. inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 5% 
Annexin V-eFuor 450 und PI angefärbt. Die Population wurde nach transfizierten GFP-Tubulin-positiven 
Zellen eingegrenzt. Für shKontrolle wurden 20 000 Zellen und für die anderen Ansätze 10 000 Zellen 
gezählt. Die Zellen wurden nach Einzel- oder Doppelfärbung unterschieden und so der apoptotische 
Index bestimmt. X-Achse zeigt die Annexin V-Intensität und die Y-Achse die PI-Intensität. 
2.1.4.5 shING5 und shMyc 
Wie bereits im Ergebnisteil (2.1.1) erwähnt, war unser Labor daran 
interessiert die Myc-abhängige Regulierung der zelluläreren Prozesse näher 
zu untersuchen. Über Myc war bekannt, dass dessen erhöhte Expression die 
Apoptose der Zelle über verschiedene Signalwege induzieren kann (Meyer 
and Penn, 2008).  
In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass der 
knockdown von ING5 Apoptose induziert Der diesem Effekt zugrunde 
liegende Mechanismus ist jedoch unbekannt. Es entstand die Hypothese, 
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dass zwischen ING5 und Myc vielleicht eine Kooperation bei der Apoptose 
besteht, da Myc ein Aktivator von Cyclin E/CDK2 ist und ING5 somit indirekt 
beeinflussen könnte. Im Folgenden sollte überprüft werden, ob ein 
zusätzlicher knockdown von Myc der durch shING5 induzierten Apoptose 
entgegen wirkt. 
2.1.4.6 Test der shRNAs gegen Myc 
Als erstes wurden daher verschiedene shRNAs gegen Myc auf ihre 
Funktionalität hin getestet. Dafür wurden HEK293-Zellen mit  
unterschiedlichen shMyc-Konstrukten  bzw. einer shKontrolle transfiziert. 
Zusätzlich wurde CD4 als Selektionsmarker überexprimiert. Nach 72 Stunden 
wurden die Zellen CD4-selektioniert und anschließend lysiert. Aus den 
Lysaten wurde mit einem spezifischen  Antikörper (3H2) Myc immun-
präzipitiert, da sich endogenes Myc nicht im direkten Westernblot nachweisen 
lässt. Anschließend wurden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die 
Myc-Proteinmenge wurde mit dem spezifischen Antikörper (9E10) detektiert. 
Zusätzlich wurde ein Teil des eingesetzten Lysats als Ladekontrolle 
eingesetzt und der Blot mit Ponceau angefärbt. Eine Quantifizierung erfolgte 
anhand der Ponceau-Färbung. 
Wie in Abb. 2.17 dargestellt führte die Überexpression von shMyc zu einer 
Reduktion von 81% des Myc-Proeteinlevels und war damit im Vergleich zu 
den anderen shMyc-Konstukten die effektivste shRNA. In den weiteren 
Versuchen wurde daher diese shRNA gegen Myc eingesetzt. 
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Abb. 2.17: Funktionstest der shMyc-Konstrukte 
HEK293-Zellen wurden mit den angegebenen shRNAs transient transfiziert. Als Transfektionsmarker 
wurde CD4 überexprimiert. Nach 72 Std. wurden die Zellen mittels CD4 selektioniert und lysiert. Im 
Anschluss erfolgte eine IP mit einem spezifischen Myc-Antikörper (3H4). Im Westernblot wurde die Myc-
Proteinmenge mit einem Myc-Antikörper (9E10) nachgewiesen. Direktes Lysat wurde als Ladekontrolle 
eingesetzt, wobei der Blot mit Ponceau angefärbt und zur Quantifizierung verwendet wurde. 
2.1.4.7 Der zusätzliche knockdown von Myc ihibiert die shING5 
vermittelte Apoptose 
p53 spielt eine zentrale Rolle in der Apoptose-Induktion. Daher sollte 
überprüft werden, ob p53 einen Einfluss auf die von ING5 vermittelte 
Apoptose nimmt.  
Dazu wurden HCT116wt- und HCT116p53-/--Zellen einerseits mit shING5-1 
bzw. shING-2 alleine oder in Kombination mit der spezifischen shRNA gegen 
Myc transient transfiziert. Als Transfektionsmarker wurde GFP-Tubulin 
überexprimiert. Wie in den vorangegangenen Versuchen wurden die Zellen 
mit Annexin V und PI gefärbt und anschließend mittels FACS analysiert. 
In den HCT116wt-Zellen erhöhte sich der Apoptoseindex durch die 
Transfektion mit shING5-1 von 16% (Kontrolle) auf 29% (shING5-1) bzw. 
durch shING5-2 auf 32%. Wurden die Zellen zusätzlich mit shMyc transfiziert 
konnte der Apoptoseindex für beide shING5-RNAs von 29% auf 22%  
(shING5-1) bzw. von 32% auf 24% (shING5-2) reduziert werden.  
Annähernd die gleichen Effekte konnten in den p53-negativen HCT116-Zellen 
beobachtet werden. Hier reduzierte sich der apoptotische Index von 26% 
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(shING5-1) auf 20% (shING5-1 und shMyc) bzw. von 31% (shING5-2) auf 
21% (shING5-2 und shMyc). 
In beiden Versuchen führte die Überexpression von shMyc allein zu keinem 
Anstieg in der Apoptoserate.   
Diese Versuche lassen die Schlussfolgerung zu, dass ING5 und Myc 
gemeinsam die apoptotischen Signalwege regulieren können. 
2 Ergebnisse 
 
  
69 
A 
  
 
70 
B 
  
 
Abb. 2.18: Der knockdown von Myc kann die von shING5 induzierte Apoptose reduzieren 
Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukte transfiziert. Nach 48 Std. wurden die Zellen mit 
Annexin V und PI gefärbt. 10 000 transfizierte Zellen wurden mittels GFP-Tubulin selektioniert und die 
apoptotischen Zellen wie in Abb. 2.16 ermittelt. 
A: HCT116wt und Quantifizierung n=3; B: HCT116 p53-/- und Quantifizierung n=3 
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2.1.4.8 Myc und ING5 befinden sich in einem Komplex  
Da gezeigt werden konnte, dass ING5 und Myc in Bezug auf die Apoptose 
kooperieren, lag die Vermutung nahe, dass beide Proteine interagieren 
könnten. Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, ob ING5 an Myc 
bindet. Da beide Proteine von Cyclin E/CDK2 phosphoryliert werden, sollte 
außerdem getestet werden, ob eine mögliche Interaktion der beiden Proteine 
phosphorylierungsabhängig ist. 
Hierfür wurde in HEK293-Zellen ING5wt bzw. ING5-T152A, ING5T152D 
jeweils alleine, oder in Kombination mit Myc oder der nicht-
phosphorylierbaren Mutante Myc-S62A überexprimiert. Nach 48 Stunden 
wurden die Zellen lysiert, ein Aliquot des Lysats als Ladekontrolle 
zurückgehalten und der Rest auf zwei IP-Ansätze aufgeteilt. Ein Ansatz wurde 
mit einem HA-Antikörper (3F10) (Präzipitation der ING5-Proteine) 
durchgeführt, während der andere IP-Ansatz mit einem Myc-spezifischen 
Antikörper (N262) inkubiert wurde. Anschließend wurden die Proteine der IPs 
und des Lysats über eine SDS-PAGE aufgetrennt und im Westernblot mit 
protein- oder tag-spezifischen Antikörpern gegen ING5 und Myc analysiert. 
Mit Hilfe der Detektion von Aktin mit dem Aktin-Antikörper (C4) konnte 
sichergestellt werden, dass gleiche Mengen Lysat in die IPs eingesetzt 
wurden (Abb. 2.19). Außerdem konnten im Lysat alle überexprimierten ING5- 
und Myc-Proteine detektiert werden. Im immunpräzipitierten ING5-Komplex 
konnte Myc nachgewiesen werden. Umgekehrt konnte ING5 auch im 
immunpräzipitiertem Myc-Komplex detektiert werden. Diese Interaktion 
konnte auch mit den einzelnen ING5-Mutanten und mit der Myc-Mutante mit 
der gleichen Intensität gezeigt werden. 
Der Versuch zeigt, dass sich ING5 und Myc zusammen in einem Komplex 
befinden und dass diese Interaktion phosphorylierungsunabhängig ist. 
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Abb. 2.19: Myc und ING5 interagieren phosphorylierungsunabhängig 
HEK293-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden transfiziert. Nach 48 Std. wurden die Zellen 
lysiert und die Lysate auf zwei IPs gegen Myc (N262) und ING5 (HA; 3F10) aufgeteilt. Die Proteine 
wurden im Westernblot mit den angegebenen Antikörpern detektiert. Aktin wurde als Ladekontrolle mit 
dem Antikörper (C4) nachgewiesen. 
2.1.4.9 Direkte Interaktion zwischen ING5 und Myc 
Da in den Vorversuchen eine Interaktion zwischen ING5 und Myc 
nachgewiesen werden konnte, sollte im nächsten Versuch geklärt werden, ob 
es sich um eine direkte oder indirekte Interaktion handelt. Dafür wurde ein in 
vitro-GST-pulldown durchgeführt. Eingesetzt wurden unterschiedlich lange 
MBP/GST-Myc-Konstrukte, um den Bereich der Interaktion einzugrenzen. 
Hierzu wurde ING5 in Gegenwart von 35S-markiertem Methionin in vitro-
translatiert und zusammen mit den bakteriell aufgereinigten GST- bzw. MBP- 
Myc-Konstrukten (Abb. 2.20a) inkubiert. Anschließend wurden die GST-
Konstrukte mittels Glutathion-Agarose oder die MBP-Konstrukte über 
Amylose-Agarose präzipitiert und die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt. 
Als Translationkontrolle wurde nur in vitro-translatiertes ING5 aufgetragen. 
Die Proteine wurden mit Coomassie Blue angefärbt und das Gel getrocknet 
auf einem Film exponiert.  
Das in vitro-translatierte ING5 konnte sowohl mit dem MBP-Myc 
Fusionsprotein als auch mit den GST-getagten C-terminalen Konstrukten 
präzipitiert werden (Abb. 2.20b). Die GST-Kontrolle war unauffällig, während 
MBP-alleine ein schwaches Hintergrundsignal aufwies. Es konnte kein Signal 
mit dem N-terminalen Myc-Konstrukten detektiert werden. 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass ING5 direkt an den C-terminalen 
Bereich von Myc bindet. 
 
 
Abb. 2.20: ING5 bindet direkt an den C-terminalen Bereich von Myc 
A: Schematische Darstellung der in B eingesetzten Myc-Fusionsproteine. 
B: Die angegebenen bakteriell aufgereinigten Fusionsproteine wurden mit in vitro-translatiertem ING5 
(35S-Methinonin) inkubiert, der Proteinkomplex aufgereinigt und über SDS-PAGE aufgetrennt. Die 
Proteine wurden mittels Coomassie Blue angefärbt und das getrocknete Gel auf einem Film exponiert. 
Oben: Coomassie Blue-Färbung (CB); unten: exponierter Film 
2.1.4.10 ING5 bindet an das Myc-Zielgen Cyclin D2  
In den vorangegangenen Versuchen konnte die direkte Interaktion von ING5 
mit den letzten 92 Aminosäuren des C-terminalen Bereiches von Myc 
nachgewiesen werden. Dieser Bereich bindet unter anderen auch an Max 
(Vervoorts et al., 2006). Außerdem ist bekannt, dass ING5 über H3K4me3 an 
Chromatin binden kann (Saksouk et al., 2009). Daher stellte sich die Frage, 
ob ING5 auch an Promoteren von Myc-Zielgenen bindet. Um diese Frage zu 
beantworten, wurde als nächstes eine Chromatinimmunpräzipitation (ChIP) 
74 
mit verschiedenen Antikörpern durchgeführt und anschließend eine 
quantitative Real-time Polymerase-Kettenraktion (qPCR) im Promoterbereich 
des Cyclin D2-Gens durchgeführt. Bei Cyclin D2 handelt es sich um ein 
Zielgen von Myc, das im Promoterbereich über Myc-Bindungsstellen verfügt 
(Bouchard et al., 2001). 
In diesen Versuchen wurden HDF-Zellen eingesetzt, die ein stabil-integriertes, 
induzierbares Myc-Östrogenrezeptor (ER)-Fusionsprotein kodieren. Dieser 
ER besitzt nur den Hormonbindende Teil des Rezeptors und hält das Myc-
Protein im Cytoplasma zurück. Werden die Zellen mit Tamoxifen behandelt, 
kann es in den Zellkern transloziert werden und dort als Transkriptionsfaktor 
an Promoteren binden (Eilers et al., 1989). 
Für den Versuch wurden die HDF-Zellen 48 Stunden mit 0,1% FCS-haltigem 
Hunger-Medium inkubiert und anschließend mit Tamoxifen für 0, 2, 4 und 6 
Stunden behandelt. Nach jedem Zeitpunkt wurden die Zellen mit Formaldehyd 
fixiert (crosslinking), lysiert und sonifiziert. Anschließend wurden die Lysate in 
IPs mit unterschiedlichen Antikörpern eingesetzt (siehe Abb. 2.21). Zum 
Schluss wurde die DNA aufbereitet und mittels qPCR analysiert. Der 
eingesetzte Primer (hCycD2prom-1) liegt innerhalb der ersten 2,5kb der 
Promoterregion des Cyclin D2-Gens und umfasst eine E-Box (Bouchard et al., 
2001).  
In Abb. 2.21 ist die Bindung der einzelnen Proteine in diesem Bereich 
dargestellt. Alle Angaben sind relativ zum Input und bei jedem Protein wurde 
der jeweilige 0 Stunden-Wert jeweils als Referenz zu Eins gesetzt. Zusätzlich 
ist immer beim jeweiligen 0 Stunden-Wert die Bindung relativ zum Input 
dargestellt, um eine Aussage über die Bindungsintensität treffen zu können. 
Als negative Kontrolle dienten Beads, die ohne Antikörper mit dem Lysat 
inkubiert wurden. Hier konnte kein Signal in der qPCR detektiert werden. 
Nach der Tamoxifen-Behandlung (2 Stunden) konnte eine deutliche Zunahme 
der Myc-Bindung an die Promoterregion festgestellt werden. Bei ING5 
hingegen war schon eine starke Bindung im uninduzierten Ansatz (0 Stunden) 
zu erkennen. Zusätzlich war eine leichte Zunahme dieser Bindung nach zwei  
bzw. vier Stunden zu erkennen. Nach sechs Stunden konnte jedoch eine sehr 
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starke Abnahme der ING5-Bindung an die Promoterregion detektiert werden. 
Diese Abnahme korrelierte mit einer reduzierten Bindung der Polymerase II 
(Pol II) zu diesem Zeitpunkt. Obwohl eine deutlich Zunahme der Pol II auf 
dem Promoter nach zwei und vier Stunden zu erkennen war. Die beiden 
Histonmodifikationen zeigten eine leichte Zunahme ab zwei Stunden, welche 
jedoch nach sechs Stunden wieder nachließ. Zusätzlich wurden zwei Proteine 
aus dem MLL-Komplex nachgewiesen (Menin und Ash2). Der MLL-Komplex 
fungiert als Histonmethytransferase, der H3K4 trimethyliert. Menin und Ash2 
binden in der Promoterregion von Cyclin D2 und die Tamoxifenbehandlung 
führt nach vier Stunden bei Ash2 zu einem leichten und bei Menin zu einem 
starken Anstieg der Bindung. 
 
Abb. 2.21: ING5 und Myc binden an die Cyclin D2-Promoterregion 
HDF-Myc-ER Zellen wurden 48 Std. in 0,1% FCS-haltigen Medium inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen 0, 2, 4 und 6 Std. mit Tamoxifen behandelt und eine ChIP durchgeführt. Die eingesetzten 
Antikörper waren: Myc (N262), ING5 (10665-1), Pol II (N20), H3K4me3 (Diagenode), H3K79 me2 
(Abcam) Ash2 (A300-112A)) und Menin (A300-105A). Als negative Kontrolle wurden beads ohne 
Antikörper eingesetzt. Dargestellt ist die relative Proteinbindung im Vergleich zum Input und die Bindung 
nach 0 Std. wurde als Referenz zu Eins gesetzt. Die %-Zahlen geben die Bindung relativ zum Input zum 
0 Std.-Zeitpunkt an. Das Experiment wurde einmal durchgeführt. 
Es kann also festgehalten werden, dass ING5 an Promoterregionen eines 
Myc Zielgenes bindet und diese scheinbar nach der Initiierung der 
transkriptionellen Elongation wieder verlässt. 
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2.1.5 Reduktion der Koloniebildung durch ING5-T152A in Abhängigkeit 
von Myc 
Da in den vorhergehenden Abschnitten eine Verbindung zwischen ING5 und 
Myc aufgezeigt werden konnte, sollte als nächstes untersucht werden, ob die 
Phosphorylierung von ING5 einen Effekt auf die Kolonienbildung hat, wenn 
Myc mittels shRNA reprimiert ist.  
Dafür wurden in HCT116-Zellen ING5wt und verschiedene ING5-
Phosphorylierungsmutanten überexprimiert und zusätzlich mit shMyc 
transfiziert. Als Selektionsmarker diente, wie in Versuch 2.15 Puromycin. Die 
Zellkolonien wurden bis zu 10 Tage inkubiert und anschließend mit 
Methylenblau angefärbt.  
Die verschiedenen ING5-Konstrukte verursachten ähnlich, leichte Reduktion 
der Kolonienbildung, wie der Ansatz, der nur mit shMyc alleine transfiziert 
wurde (Abb. 2.22). Die Kombination aus ING5wt-Überexpression bzw. ING5-
T152E-Überexpression und Myc knockdown zeigten jedoch keine weitere 
Veränderung in der Kolonienbildung. Wurden ING5-T152D und shMyc 
überexprimiert schien es, im Vergleich mit ING5-T152D allein transfizierten 
Zellen, zu einer leichten Zunahme in der Kolonienbildung zukommen. Dieser 
Effekt konnte bei der Quantifizierung von fünf unabhängigen Experimenten 
jedoch nicht bestätigt werden. Die nichtphosphorylierbare ING5-T152A 
Mutante in Verbindung mit einem knockdown von Myc führte zu einer 
stärkeren Reduktion in der Kolonienbildung und konnte, in fünf unabhängigen 
Experimenten, als signifikant bestimmt werden.  
Aus diesem Experiment lässt sich schlussfolgern, dass die Phosphorylierung 
im Zusammenhang mit einem knockdown von Myc einen Einfluss auf die 
Kolonienbildung hat. 
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Abb. 2.22: Knockdown von Myc kooperiert mit ING5-T152A in der Zellwachstumskontrolle 
HCT116-Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert. Nach 22 Std. Selektion wurden 
die Kolonien bis zu zehn Tage weiter inkubiert und anschließend mit Methylenblau angefärbt (oben). 
Quantifizierung der Kolonienbildung: Die Koloniendichte der einzelnen Ansätze wurde mit der 
Koloniendichte der Kontrolle bzw. shKontrolle ins Verhältnis gesetzt (unten). 
2.1.5.1 Der Effekt von shMyc und ING5-T152A auf den Zellzyklus und die 
Apoptose 
Der in vorangegangen Effekt auf das Zellwachstum sollte durch Zellzyklus- 
und Apoptosestudien näher untersucht werden. Da die phosphoimitierenden 
Mutanten keinen signifikanten Effekt auf das Zellwachstum gezeigt hatten 
wurden sie in diesen Experimenten nicht eingesetzt.  
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Es wurden ING5wt und ING5-T152A in HCT116-Zellen in Kombination mit 
shRNA gegen Myc transfiziert. Als Transfektionskontrolle wurde GFP-Tubulin 
überexprimiert. Ein Ansatz wurde mit Vybrant behandelt und anschließend die 
Verteilung im Zellzyklus mittels FACS analysiert (Durchführung wie bei 
Versuch 2.14). Der zweite Ansatz wurde mit PI und Annexin V gefärbt und die 
Apoptoserate bestimmt (Durchführung wie bei Versuch 2.16). 
Zellen, die mit ING5wt transfiziert wurden, zeigten im Vergleicht mit Zellen, 
die zusätzlich mit shMyc transfiziert wurden, keinen Unterschied in der 
Zellzyklusverteilung. Auch die Zellzyklusverteilung von ING5-T152A 
transfizierten Zellen und der Kombination mit shMyc zeigten im Vergleich 
keinen Unterschied. 
Bei der Bestimmung des apoptotischen Index zeigte sich, bei Zellen die mit 
ING5wt transfiziert wurden eine Apoptoserate von 15%. Dieser Index  
reduzierte sich auf 13% bei Zellen, die mit ING5wt und shMyc transfiziert 
wurden. Bei Zellen die mit ING5-T152A transfiziert wurden ergab sich ein 
apoptotische Index 13%, der auf 16% stieg, wenn zusätzlich shMyc 
transfiziert wurde. Der Mittelwert aus fünf unabhängigen Zellen zeigte jedoch 
eindeutig, dass es sich um Schwankungen in der Versuchsdurchführung 
handelte. 
Daher lässt sich der phosphorylierungsabhängige ING5 Wachstumseffekt in 
Kombination von einem knockdown von Myc nicht durch eine gesteigerte 
Apoptose oder eine offensichtliche Veränderung im Zellzyklusverhalten 
erklären.   
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Abb. 2.23: shMyc und ING5-T152A zusammen haben keinen Effekt auf den Zellzyklus und 
Apoptose 
HCT116-Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert. Anschließend wurden Zellen 
entweder mit Vybrant oder mit Annexin V/PI gefärbt und im FACS analysiert. (A) Zellzyklusprofil, 2 
verschiedene Darstellungen; (B) Annexin V/PI Färbung, Mittelwerte und Standardabweichung von 5 
Experimenten 
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3 Diskussion 
3.1 ING5 wird an Threonin 152 phosphoryliert  
 
Bei der Replikation der DNA ist eine der zentralen Fragen, wie Cyclin E/CDK2 
die Überwindung des Restriktionspunktes reguliert und damit den Übergang 
von der G1-Phase in die S-Phase ermöglicht. Es ist bekannt, dass Cyclin 
E/CDK2 nach seiner eigenen Aktivierung Rb phosphoryliert (Sherr, 1994). 
Dadurch kann RB nicht mehr an den Transkriptionsfaktor E2F binden, der 
somit zur transkriptionelle Aktivierung von wichtigen Genen für die Replikation 
führt (siehe Einleitung 1.1.2) Außerdem phosphoryliert Cyclin E/CDK2 den 
Zellzyklusinhibitor p27. Diese Phosphorylierung führt zum Abbau des Proteins 
durch das Ubiquitin-Proteasom-System (Sheaff et al., 1997; Vervoorts and 
Lüscher, 2008). Cyclin E/CDK2 scheint ebenfalls einen direkten Effekt auf die 
Replikation zu haben. Es konnte gezeigt werden, dass Cyclin E/CDK2 CDC6 
phosphoryliert und damit direkt in die Beladung von origins of replication mit 
MCM-Proteinen involviert ist (Sotillo et al., 2009). Das phosphorylierte CDC6 
kann nicht mehr über den APC-Komplex abgebaut werden und bindet daher 
vermehrt an Chromatin (Mailand and Diffley, 2005). Durch die Bindung an das 
Chromatin kann CDC6 den Aufbau des Pre-Replikations-Komplexes weiter 
fördern, indem es die MCM-Helikasen rekrutiert (Ayad, 2005). Damit ist Cyclin 
E/CDK2 ein wichtiger Regulator der Zellproliferation. Um den 
Wirkmechanismus der Cyclin E/CDK2-abhängigen Zellzyklusregulation  
besser zu verstehen, ist es notwendig mehr über die biologische Aktivität der 
Substrate von Cyclin E/CDK2 herauszufinden. 
In einem Substrat-Screen, der 2008 von unserem Institut veröffentlicht wurde, 
konnte ING5 als ein neues mögliches Substrat von Cyclin E/CDK2 identifiziert 
werden (Pandithage et al., 2008). Nachdem die Phosphorylierungsstelle in 
vitro bestätigt wurde, musste die Phosphorylierungsstelle in vivo verifiziert 
werden. Um Artefakte auszuschließen, wurde ein phosphospezifischer 
Antikörper hergestellt. In den Abbildungen 2.1 und 2.2 konnte die spezifische 
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Bindung des Antikörpers an die phosphorylierte Form von ING5 gezeigt 
werden. In den folgenden Versuchen wurde dieser Antikörper verwendet, um 
die Phosphorylierung von ING5 an Threonin 152 in vivo zu untersuchen (Abb. 
2.3 und 2.4). Dabei konnte eine zellzyklusabhängige Phosphorylierung von 
ING5 durch Cyclin E und Cyclin A/CDK2 beobachtet werden (Abb. 2.5). 
Es stellte sich die Frage, welche Funktion diese Modifikation im zellulären 
System einnimmt.  
Aus Vorversuchen war bekannt, dass die Phosphorylierung von ING5 keinen 
Effekt auf die Stabilität des Proteins hat. Da die T152-Phosphorylierungsstelle 
innerhalb einer potenziellen Kernlokalisierungssequenz liegt, erschien ein 
Effekt der Phosphorylierung auf die Verteilung von ING5 innerhalb der Zelle 
nahe liegend (He et al., 2005). 
In den Lokalisationsversuchen mit überexprimierten ING5wt, und den 
unterschiedlichen Mutanten ING5-T152A/D/E zeigten alle Konstrukte ein 
starkes Antikörpersignal im Zellkern und zusätzlich ein leichtes cytoplas-
matisches Signal (Abb. 2.8). Auch nachdem ein zweites, verkürztes NLS am 
C-Terminus von ING5 deletiert wurde, konnte weiterhin ein deutliches 
Antikörpersignal mit allen ING5-Konstrukten im Zellkern nachgewiesen 
werden. Die Phosphorylierung scheint also keinen Einfluss auf die 
Lokalisierung von ING5 in der Zelle zu nehmen.  
Es wurde publiziert, dass shING5 zu einer Reduktion der Replikation führt und 
proliferierende Zellen dadurch in der S-Phase akkumulieren (Doyon et al., 
2006). Außerdem ist bekannt, dass ING5 und MCM2 interagieren (Doyon et 
al., 2006). MCM2 ist eine Helikase-Untereinheit des Pre-Replikations-
Komplexes (Machida et al., 2005). Die Histonacetyltransferase HBO1 befindet 
sich ebenfalls im Pre-Replikation-Komplex und interagiert mit MCM2 und 
ING5 (Burke et al., 2001; Iizuka and Stillman, 1999). Hinzu kommt das Cyclin 
E/CDK2, welches ING5 phosphoryliert, ein zentraler Regulator des Zellzyklus 
ist. Diese Hinweise waren die Grundlage für die Hypothese, dass die 
Phosphorylierung von ING5 eine Rolle in der Proliferation spielen könnte.  
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Die Interaktion zwischen ING5 und MCM2 bzw. HBO1 konnte zwar bestätigt 
werden, jedoch war sie unabhängig von der Phosphorylierung an ING5-T152 
(Abb. 2.11 und 2.12). Somit ist die Phosphorylierung an T-152 wahrscheinlich 
nicht relevant für Replikation. 
Nach Überexpression der verschiedenen ING5-Konstrukte wurde ein 
Zellzyklusprofil erstellt, welches jedoch für keine der getesteten Mutanten 
Unterschiede zu kontrolltransfizierten Zellen zeigte. Daher scheint die 
Phosphorylierung von ING5 keinen direkten Einfluss auf den Zellzyklus zu 
haben (Abb. 2.9). Es ist bekannt, dass ING5 an p53 bindet (Shiseki et al., 
2003). Diese Interaktion konnte von mir in Vorarbeiten bestätigt werden 
(Diplomarbeit, U. Bongers, 2006). Die Zellzyklusanalyse wurde zusätzlich in 
p53 knockout Zellen durchgeführt. Dabei konnte auch kein Unterschied 
zwischen getesteten Mutanten und den kontrolltransfizierten Zellen 
beobachtet werden, so dass ein p53-abhängiger Effekt ausgeschlossen 
werden  kann (Abb. 2.9).  
Außerdem wurde das Zellwachstum von Kolonien nach Überexpression der 
verschiedenen ING5-Konstrukte bestimmt. Alle ING5-Konstrukte führten 
gleichmäßig zu einer leichten Reduktion im Zellwachstum. Ein 
phosphorylierungsabhängiger Effekt von ING5 auf das Zellwachstum konnte 
daher nicht festgestellt werden (Abb. 2.10). Die Inhibition des Zellwachstums 
nach ING5-Überexpression wurde auch von Shiseki et al. gezeigt. Sie 
konnten außerdem beobachten, dass die Inaktivierung von p53 zur 
Aufhebung der ING5 vermittelten Inhibition führte (Shiseki et al., 2003). Dieser 
p53-abhängige Effekt konnte von mir nicht bestätigt werden. Für die 
unterschiedlichen Ergebnisse könnte es verschiedene Gründe geben. So 
wurden für die Versuche verschiedene Zelllinien verwendet. Einerseits nutzte 
Shiseki und Kollegen das Protein E6, ein Virusprotein, um p53 zu inaktivieren, 
wohingegen ich eine direkte knockout-Zelllinie verwendete. Da ich auch in 
weiteren Versuchen keine p53-abhängige Regulation bestätigen konnte, 
scheint ING5, meiner Meinung nach, p53-unabhängig zu agieren. Weiterhin 
lässt sich zusammenfassend sagen, dass die Phosphorylierung von ING5 
keinen direkten Effekt auf das Zellwachstum hat. 
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Möglicherweise ist für einen phosphorylierungsabhängigen ING5-Effekt ein 
Stressstimulus erforderlich. Dafür spricht, dass ein knockdown von Myc 
zusammen mit der Überexpression der nicht-phosphorylierbaren Mutante 
(ING5-T152A) Zellwachstum hemmt (Abb. 2.22) Zellen die stattdessen 
ING5wt oder eine der beiden Phospho-Mimik-Mutanten (ING5-T152D bzw. 
ING5T-152E) überexprimierten zeigten keine Abweichungen des 
Zellwachstums, was die Spezifität des ING5-T152A-Effekts untermauert. 
Allerdings kann das reduzierte Zellwachstum nicht durch Veränderungen des 
Zellzyklusprofils erklärt werden (Abb. 2.23a) und auch eine erhöhte 
Apoptoserate war nicht die Ursache (Abb. 2.23b). Da auch Myc als 
Transkriptionsfaktor direkt in die Replikation eingreifen kann, könnte durch 
den zusätzlichen shMyc-Stressstimulus ein ING5-phosphorylierungs-
abhängiger Effekt auf das Zellwachstum in Erscheinung treten (Wang et al., 
2008a). Auch kann shMyc zusätzliche Myc-abhängige Regulatorproteine der 
Replikation inhibieren (Zegerman and Diffley, 2010). 
Für ING2 konnte gezeigt werden, dass ein knockdown zu einer 
verlangsamten DNA-Synthese während der Replikation führt (Larrieu et al., 
2009). Außerdem ist bekannt, dass der Cyclin E/CDK2-Komplex eine 
Wiederbeladung des origin of replication mit MCM2-7 in der S-, G2-, M-Phase 
verhindert und so direkt auf die Replikation Einfluss nehmen kann (Arias and 
Walter, 2007). Diese beiden Beobachtungen geben Anlass zur Annahme 
dass die Phosphorylierung von ING5 für die Replikation von Bedeutung sein 
könnte (Abb. 3.1). Die Durchführung von Fiber spreading-Versuchen könnte 
zeigen, ob die ING5-Phosphorylierung einen Effekt auf die DNA-Syntheserate 
hat, da in diesem Versuch die DNA-Syntheserate direkt an den origin of 
replication mittels BrdU-Einbau gemessen werden kann. 
Außerdem sollte berücksichtigt werden, dass die für diese Experimente 
verwendeten Zellen endogenes ING5 enthalten, dessen Phosphorylierung 
den Effekt der überexprimierten nichtphosphorylierbaren ING5-Mutante 
abschwächen könnte. 
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Abb. 3.1: Modell: ING5 ist phosphorylierungsabhängig an der Replikation beteiligt 
ING5 bindet über MCM2 an origin of replication, rekrutiert HBO1, welches auch an Cdt1 bindet. Einige 
dieser Prozesse könnten über die Phosphorylierung durch Cyclin E/CDK2 vermittelt werden. 
3.2 Knockdown von ING5 induziert Apoptose 
 
Der intrinsische programmierte Zelltod ist ein hoch konservierter Signalweg, 
der dazu führt, dass Cytochrom C aus den Mitochondrien ins Cytoplasma 
freigesetzt wird. Die Apoptose kann sowohl über p53 induziert werden, als 
auch p53-unabhängig ablaufen. In beiden Fällen werden typischerweise 
proapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie (z.B. Bax) aktiviert. Durch die 
Aktivierung des Bax-Proteins kommt es unter anderem zur Ausschüttung von 
Cytochrom C aus dem Intermembranraum des Mitochondriums ins 
Cytoplasma (Annis et al., 2005). Dort bindet Cytochrom C an Apaf-1 
(apoptotic protease-activating factor 1) und Procaspase-9, was zur 
autokatalytischen Aktivierung von Caspase-9 führt. Dieser Komplex aus 
Cytochrom C, Apaf-1 und Procaspase-9, das sogenannte Apoptosom aktiviert 
eine Caspase-Kaskade und führt so zum programmierten Zelltod (Scorrano 
and Korsmeyer, 2003).  
In parallelen Versuchen wurde die biologische Relevanz von ING5 mittels 
knockout-Experimenten auf Proliferation und Apoptose untersucht. Ich konnte 
bestätigen, dass beide shING5-Konstrukte zu einem knockdown von über-
exprimierten und endogenem ING5-Protein führten (Abb. 2.13). Dabei war 
auffällig, dass der knockdown des endogenen ING5 zu einem starken 
Zellverlust führte und die Versuche daher schon nach 48 Stunden statt den 
üblichen 72 Stunden terminiert und die Proben analysiert werden mussten.  
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In einem anschließenden Proliferationsexperiment konnte gezeigt werden, 
dass der knockdown von ING5 eine komplette Inhibierung des Zellwachstums 
verursachte (Abb. 2.15). Ein p53-abhängiger Effekt konnte ausgeschlossen 
werden, da dieser Effekt auch in den HCT116 p53 knockout-Zellen 
beobachtet wurde (Abb 2.15c). Um auszuschließen, dass die Wachstums-
inhibition kein Zelllinien-Artefakt ist, wurde dieser Versuch mit einer weiteren 
Zelllinie (HeLa) durchgeführt. Dieser Versuch führte zum selben Ergebnis, 
womit ausgeschlossen werden kann, dass es sich um ein Zelllinien-
spezifischen Effekt handelt (Abb. 2.15a). Da Doyon et. al. eine komplette S-
Phase-Arretierung nach einem ING5-knockdown zeigen konnte, lag die 
Vermutung nahe, dass es sich auch hier um eine Arretierung im Zellzyklus 
handelt. Die Zellzyklusanalyse zeigte eine leichte Akkumulation der 
Zellpopulation in der S-Phase, welcher den starken Effekt auf das 
Zellwachstum allerdings nicht vollständig erklärt. Den von Doyon publizierten 
starken Effekt konnte ich jedoch nicht bestätigen (Doyon et al., 2006). Hierbei 
sollte erwähnt sein, dass sich auch das pSuper-Konstrukt, welches uns 
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Côté zur Verfügung gestellt wurde, 
in unseren Händen als wirkungslos erwies.  
Die geringe Anzahl an Kolonien im Proliferationsassay nach dem knockdown 
von ING5 könnte auch durch einen erhöhten Zelltod erklärt werden. Daher 
wurde die Apoptoserate nach shING5-Transfektion bestimmt. Hierbei konnte 
eine deutliche Zunahme an Annexin V/PI positiven Zellen, also der 
apototischen und toten Zellen bestimmt werden. Dieser Effekt konnte durch 
den Einsatz eines Caspase-Inhibitors stark reduziert werden (Abb. 2.16). 
Beide Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass der Einsatz von shRNA 
gegen ING5 zu einer deutlichen Induktion der Apoptose führt. Sowohl 
Proliferationsexperimente als auch die Apoptose-Versuche bestätigen, dass 
die durch shING5 induzierte Wachstumsinhibition und die erhöhte 
Apoptoserate unabhängig von p53 waren (Abb. 218b). Daher können alle 
p53-abhängigen Signalwege als Ursache für diese Effekte ausgeschlossen 
werden.  
Wir konnten jedoch eine, direkte Interaktion von ING5 und Myc nachweisen, 
was die Hypothese unterstützte, dass Myc für die ING5 induzierte Apoptose 
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und damit verbundene Inhibition des Zellwachstums abhängig sein könnte 
(Abb. 3.2).  
3.3 Die shING5-induzierte Apoptose ist Myc-abhängig 
Das Myc-Protein kann p53-abhängig und unabhängig Apoptose in Zellen 
induzieren. Der p53-unabhängige und auch p53-unabhängige Signalweg 
führen zur Cytochrom C-Ausschüttung aus dem mitochondrialen Inter–
membranraum ins Cytoplasma. Einerseits verläuft diese Ausschüttung über 
die transkriptionelle Aktivierung des proapoptotischen Proteins Bim. Dieses 
Protein vermittelt die Oligomerizierung von Bax in der Mitochondrium-
membran, wodurch Poren entstehen, durch die es zur Cytochrom C-
Ausschüttung ins Cytoplasma kommt (Mitchell et al., 2000; Soucie et al., 
2001). Unterstützt wird die Cytochrom C-Ausschüttung durch die Myc-
vermittelte transkriptionelle Repression der Gene, die für die antiapoptotischer 
Proteine Bcl-2 und Bcl-XL kodieren. Durch die reduzierte Expression von Bcl-
2 und Bcl-XL fehlen die Inhibitoren von Bax und die Apoptose wird 
unzureichend inhibiert (Eischen et al., 2001a; Eischen et al., 2001b). 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass ING5 unabhängig von p53 Apoptose 
induzieren kann, blieb zu klären, welche Rolle Myc bei der Apoptoseinduktion 
durch ING5-knockdown spielt. Dafür wurde zusätzlich zum ING5 knockdown 
shRNA gegen Myc transfiziert, wodurch die durch shING5-vermittelte 
Apoptoserate wieder reduziert werden konnte (Abb. 2.18). 
Daraus lässt sich schlussfolgern, dass ING5 im zellulären System die Myc-
vermittelte Apoptose inhibiert. Ein knockdown von ING5 hebt diese 
Inhibierung auf und leitet so den programmierten Zelltod ein (Abb. 3.2).  Die 
regulation der Myc-vermittelten Apoptose im zellulären System ist noch nicht 
vollständig geklärt. So könnte ING5 eine Rolle als Auslöser in diesem 
Signalweg einnehmen (Larsson and Henriksson, 2010). Außerdem konnte 
diese Hypothese weiter gestärkt werden, da die durch shING5 und shMyc 
vermittelten Effekte auf den programmierten Zelltod unabhängig von p53 
ablaufen, denn auch hier konnte kein Unterschied in der Apoptoserate 
festgestellt werden (Abb. 2.18).  
88 
 
Abb. 3.2: Modell: ING5 hemmt die Myc vermittelte Apoptose 
Bim und Bcl-2 werden Myc-abhängig exprimiert und können so die Apoptose induzieren. ING5 hemmt 
hier die Myc-Funktion. 
3.4 ING5 bindet an Promoteren von Myc-Zielgenen 
Durch die HAT-vermittelte Acetylierung der Histone H3 und H4 kommt es zur 
Auflockerung des Chromatins und Promoterbereiche von Myc Zielgenen 
werden zugänglich für den Myc/Max-Komplex, welcher an die E-Boxen bindet 
(Henriksson and Lüscher, 1996). Auch die Trimethylierung von H3K4 ist 
assoziiert mit aktiv transkribierten Genen (Kouzarides, 2007). In 
Kristallstruktur-Analysen und in vitro-Experimenten konnte gezeigt werden, 
dass das PHD-Motiv von ING5 an H3K4me3 bindet und außerdem für die 
HBO1 und MOZ/MORF vermittelte Acetylierung von Histonen wichtig ist 
(Champagne et al., 2008; Peña et al., 2006; Shi et al., 2006). Die Bindung des 
Myc/Max-Komplexes an Promoteren ermöglicht es weitere Transkriptions-
faktoren zubinden, welche die Transkription einleiten können (Adhikary and 
Eilers, 2005).  
Aufgrund des zuvor beobachteten Zusammenspiels von ING5 und Myc bei 
der Apoptose-Induktion und der Tatsache, dass beide in die Transkription 
involviert sind, war es naheliegend zu untersuchen, ob ING5 in 
Promoterbereichen von Myc-Zielgenen bindet. Dafür wurde die Bindung von 
ING5 im Promoterbereich des Cyclin D2-Gens mittels ChIP bestimmt. Es 
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wurden verschiedene Proteine bzw. Modifikationen (Myc, Ash2, Menin, 
H3K4me3) immunpräzipitiert, die alle mit der Aktivierung von Gentranskription 
im Zusammenhang stehen. Die bereits bestimmte Myc-Bindung an den Cyclin 
D2-Promoter konnten ich in den HDF-Myc-ER-Zellen nach Tamoxifen-
Induktion bestätigen (Abb. 2.21) (Hydbring et al., 2010).  
Für die Bindung von Pol II an Promoteren gibt es zwei verschiedene Modelle. 
Einerseits gibt es Hinweise, dass Pol II immer an Promoteren von aktiven 
Genen gebunden ist und durch Zufügen von CTD-posttranslationalen 
Modifikationen an die Pol II die Transkription initiiert wird (Tietjen et al., 2010). 
Auf der anderen Seite gibt es Hinweise, dass Pol II erst zur transkriptionellen 
Aktivierung rekrutiert wird (Liu et al., 2009). In unserem Experiment scheint es 
nach Myc-Induktion zu einer Rekrutierung von Pol II ans Chromatin zu 
kommen. Die Bindung der Polymerase ans Chromatin nimmt zwischen vier 
und sechs Stunden nach Tamoxifenbehandlung (Myc-Aktivierung) wieder ab. 
Damit scheinen die Initiierung der Transkription und die damit verbundene 
Elogation der Pol II zu beginnen.  
Erstmalig konnte ich zeigen, dass ING5 auch in Zellen an Chromatin bindet. 
Diese Bindung scheint unabhängig von Myc zu sein, da ING5 bereits im nicht-
aktivierten Zustand (ohne Tamoxifenbehandlung) an das Chromatin 
gebunden ist. Die Bindung von ING5 scheint jedoch nach Transkriptions-
aktivierung wieder abzunehmen, da Pol II und ING5 nach 6 Stunden 
Tamoxifenbegandlung scheinbar nicht mehr im Promoterbereich binden (Abb. 
2.21). Dies könnte ein Hinweis sein, dass ING5 am Aufbau des Prä-
Transkriptionskomplexes beteiligt sein könnte. Dazu würden die 
Anhaltspunkte passen, dass ING5 an H3K4me3 in vitro bindet und auch für 
die Aktivität der beiden HATs HBO1 und MOZ/MORF unverzichtbar ist 
(Champagne et al., 2008; Peña et al., 2006). Außerdem konnten in diesem 
Versuch sowohl die Trimethylierung selber als auch die Proteine Ash2 und 
Mennin des MLL-HMT-Komplexes nachgewiesen werden (Abb. 2.21). Da Myc 
verschiedene HATs rekrutiert, könnte ING5/HBO1 oder ING5/MOZ/MORF 
hier als Initiator-HAT-Komplex wirken, welcher nach Myc-Bindung von 
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anderen, Myc-abhängigen HATs abgelöst werden könnte (Abb. 3.3) (Adhikary 
and Eilers, 2005).  
Sollte dies der Fall sein, müsste der knockdown von ING5 die Bindung von 
Myc an den Promoter verhindern, was in zukünftigen Versuchen untersucht 
werden muss.  
Shi et al. konnte zeigen, dass ING2 im Promoterbereich des nahverwandten 
Gens Cyclin D1 bindet und zur Reprimierung der Expression führt (Shi et al., 
2006). Die Cyclin D1-Expression scheint auch durch Myc reguliert zu sein 
(Lüscher, 2001; Yu et al., 2005). ING2 befindet sich im Komplex mit HDAC1 
und HDAC2, wohingegen ING5 mit HATs interagiert. Beide ING-Mitglieder 
binden an H3K4me3 und konkurrieren dadurch möglicherweise um die 
gleiche Bindungsstelle. Diese einerseits hemmenden ING/HDAC- und 
andererseits aktivierenden ING/HAT-Komplexe könnten über diesen Weg ein 
grundlegender Mechanismus in der Regulation der Transkription darstellen.  
Daher wäre es interessant, die Bindung von ING5 an andere Promoteren von 
Myc-Zielgenen wie Cyclin D1, Bim oder Bcl-2 zu untersuchen.  
 
Abb. 3.3: Modell: ING5 bindet an Myc-Zielgene 
ING5/HBO1 oder ING5/MOZ/MORF binden an H3K4me3 und führen zur H3 und H4 Acetylierung. 
Dadurch wird die Bindung von Myc/Max möglich und die Regulation der Genexpression kann 
stattfinden. 
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3.5 Modell zur biologischen Funktion von ING5 im 
Zusammenhang mit Myc 
 
Das ING5-Protein scheint in der Regulation von vielen verschiedenen 
biologischen Prozessen, wie Replikation, Transkription und Apoptose 
involviert zu sein. Daher ist es schwierig ein einziges Modell für die ING5-
Regulation zu entwickeln. Viele Proteine, wie z.B. auch Myc, regulieren 
zelluläre Prozesse über mehr als einen Weg. Für ING5 stellt sich daher die 
Frage, ob es vielleicht eine CDK2-abhängige Regulation und eine Myc-
abhängige Regulation geben könnte. 
In meinen Händen hatte die Phoshorylierung von ING5 keinen Effekt auf die 
Myc-ING5-Regulation der Apoptose (Abb. 2.23b), daher vermute ich, dass 
CDK2 die Funktion von ING5 im Bezug auf die Replikation reguliert. Dafür 
spricht, dass auch andere Regulatorproteine der Replikation wie Cdc6 über 
Phosphorylierung durch Cyclin E/CDK2 reguliert werden, und dass die ING5-
assoziierte HAT HBO1 über Cdt1 an den origin of replication bindet (Miotto 
and Struhl, 2008; Sotillo et al., 2009; Miotto and Struhl, 2010). Hinzukommt, 
dass ich eine Bindung von ING5 an MCM2 bestätigen konnte (Abb. 2.11) 
(Doyon et al., 2006). Inwieweit die Phosphorylierung von ING5 durch Cyclin 
E/CDK2 bei der Initiierung der Replikation involviert ist, sollen zukünftige 
Versuche zeigen (Abb. 3.4). 
Der zweite Wirkungsmechanismus, wie ING5 in biologische Prozesse 
involviert ist, könnte in Abhängigkeit von Myc sein. Basierend auf ChIP-
Experiment könnte man den folgenden Mechanismus postulieren. Der MLL-
HMT-Komplex mit Ash2 und Menin führt zur Trimethylierung von H3K4 (Chi et 
al., 2010). Dadurch werden Histone zugänglich für ING5, welches an 
trimethylierten Histonreste bindet (Shi et al., 2006). ING5 kann verschiede 
HATs wie HBO1 oder MOZ/MORF rekrutieren und so zur Acetylierung von 
Histonen und der damit verbundenen Auflockerung des Chromatins führen 
(Champagne et al., 2008). Dies hätte zur Folge, dass Promoteren zugänglich 
für den Myc/Max-Komplex werden, welche die E-Boxen binden würde. Diese 
Transkriptionsfaktoren würden weitere für die Transkription notwendige 
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Proteine rekrutierten und könnten somit zur Genexpression von Zielgenen 
führen (Abb3.4). Inwieweit ING5 für die Regulation einzelner spezifischer 
Gene verantwortlich ist, oder ob es sich um einen allgemeinen 
Regulationsmechanismus der Transkription handelt, müssen weitere 
Versuche in diesem Bereich klären.  
Myc kann über die Regulation der Bim-Expression und der Bcl-2 bzw. Bcl-XL-
Repression die Apoptose p53-unabhängig induzieren (Egle et al., 2004; 
Nilsson and Cleveland, 2003). In meinen Experimenten konnte ich 
beobachten, dass der shING5-vermittelte Effekt durch einen zusätzlichen 
knockdown von Myc wieder reduziert werden konnte. Somit nimmt ING5 
negativen Einfluss auf die Myc-induzierte Apoptose (Abb. 3.4). Weitere 
Versuche sollen zeigen, auf welche Weise ING5 die Myc-vermittelte Apoptose 
inhibiert. Da die Proteine Bim, Bcl-2 und Bcl-XL alle auf transkriptioneller 
Ebene durch Myc reguliert werden, liegt die Vermutung nahe, dass ING5 hier 
in die Regulation eingreift. 
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Abb. 3.4: Modell der ING5 vermittelten Regulation 
1. Cyclin E/CDK2 abhängige Funktion in der Replikation von Zellen. ING5 bindet über MCM2 an origins 
of replication und rekrutiert HBO1, welches an Cdt1 bindet. Einige dieser Prozesse könnten über die 
Phosphorylierung durch Cyclin E/CDK2 vermittelt werden.  
2. Die Myc-abhängige Regulierung der Apoptose und der Transkription. ING5/HBO1 oder 
ING5/MOZ/MORF binden an H3K4me3 und führen zur H3- und H4-Acetylierung. Dadurch wird die 
Bindung von Myc/Max möglicht, welche Genexpression einleiten. Bim und Bcl-2 werden Myc-abhängig 
exprimiert. ING5 würde in dem gezeigten Modell antagonistisch wirken. 
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4 Material und Methoden 
4.1 Verbrauchsmaterial und Reagenzien 
4.1.1 Verbrauchsmaterial 
Von folgenden Firmen stammte das verwendete Verbrauchsmaterial: 
Amersham Biosciences, Ansell, Becton Dickinson, Biometra, Bio-Rad, 
Biosan, Biotron, Biozym, Brand, Braun, Cellstar, Costar, Eppendorf, 
eBioscience, Falcon, Fisher Scientific, Fuji, Gibco BRL, Heidolph, 
Hirschmann, Integra Biosciences, Komberley-Clark, Kojair, Millipore, Nalgene, 
Nerbe Plus, Omnilab, Rainin, Roth, Sanyo, Sarstedt, Sartorius, Schott Duran, 
Semper med, Siemens, TPP, VWR. 
4.1.2 Reagenzien 
Die verwendeten Reagenzien stammten von folgenden Firmen und wiesen 
den Reinheitsgrad p.a. auf: 
Amersham Pharmacia Biotech, AppliChem, Bayer, BD Biosciences, Bode, 
Biometra, Bio-Rad, Calbiochem, Chroma, Clontech, Eurogentec, Fermentas, 
Finnzymes, Fluka BioChemika, Gibco, Invitrogen, Invivogen, Merck, New 
England Biolabs, PAA, Pierce, Quiagen, Roche, Santa Cruz Biotechnology, 
Seromed, Serva, Sigma, Zymo Research 
4.2 Expressionsvektoren 
pEQ176 Der frühe (immediate early) Cytomegalie-Virus (CMV)-
Promoter exprimiert konstitutiv die b-Galactosidase in 
eukaryotischen Zellen. Außerdem trägt der Vektor 
Replikationsursprungssequenzen (origin of replication) für 
bakterielle (von pBR322) und eukaryotische Zellen 
(SV40) und kodiert eine Ampizillin-Resistenz. Dieser 
Vektor wurde zur Standardisierung der transienten 
Transfektion genutzt. (Firzlaff et al, 1991) 
pEQ176P2 
 
Durch Restriktionsverdau von pEQ176 mit PvuII und 
Religation des verbleibenden Vektors wurde ein Großteil 
der b-Galactosidase-cDNA entfernt. Dieser Vektor wurde 
zum Auffüllen der Transfektionsansätze auf gleiche DNA-
Mengen eingesetzt. (Firzlaff et al, 1991) 
pEQ176P2pCMV-
hu_cMyc 
Der Vektor exprimiert unter dem CMV-Promoter humanes 
c-Myc, dass mittels blunt end Klonierung über HindIII in 
den pEQ176P2- Vektor eingebracht wurde. (J.Firzlaff) 
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pEVRF0-HA Dieser Vektor erlaubt eine Expression von N-terminalen 
HA-getaggten Proteinen in eukaryotischen Zellen. Er 
enthält einen CMV-Promoter, ein Ampizillin-Resistenzgen 
sowie einen SV40-Replikationsursprung. (Matthias et al., 
1989)  
pHA-ING5(wt) Humane cDNA von ING5 wurde durch XbaI und KpnI in 
den Vektor pEVRF-0-HA kloniert. Dieser Vektor 
exprimiert ING5 mit einem N-terminalen Hämagglutinin-
Epitop. (R.Lilischkis) 
pHA-ING5-T152A 
 
ING5-T152A ist eine Mutante von ING5, bei der die 
Basen, Threonin an Position 152 kodieren, zu einem 
Alanin durch Punktmutation verändert wurden. Die 
Mutation zu einem Alanin führt zu einer 
Unphosphorylierbarkeit des kodierten Proteins an dieser 
Stelle. Der Vektor wurde auf die gleiche Weise kloniert 
wie pHA-ING5(wt). (R. Lilischkis) 
pHA-ING5-T152D 
 
ING5-T152D ist eine Mutante von ING5, bei der die 
Basen, die für Threonin an Position 152 kodieren, zu 
einem Asparagin durch Punktmutation verändert wurden. 
Die Mutation zu einem Asparagin führt zur Imitation der 
Phosphorylierung des kodierten Proteins an dieser Stelle. 
Der Vektor wurde auf die gleiche Weise kloniert wie pHA-
ING5(wt). (R.Lilischkis) 
pHA-ING5-T152E 
 
ING5-T152D ist eine Mutante von ING5, bei der die 
Basen, die für Threonin an Position 152 kodieren, zu 
einer Glutaminsäure durch Punktmutation verändert 
wurden. Die Mutation zu einer Glutaminsäure führt zur 
Imitation der Phosphorylierung des kodierten Proteins an 
dieser Stelle. (U.Linzen) 
pSuper Dieser Vektor wurde für die Expression von short hairpin 
RNA (shRNA) in eukaryotischen Zellen eingesetzt. Er 
verfügt über einen H1-RNA Promoter und zusätzlich 
kodiert er eine Resistenz gegen Ampicillin. 
(Brummelkamp et al; 2002) 
pSuper-shING5-
1/2 
In den pSuper-Vektor wurden über die BglII- und HindIII- 
Schnittstellen die hybridisierten Oligos siRNAJas1 bzw. 
siRNAJas2 eingebracht. Das Plasmid wurde hergestellt, 
um die Expression von shRNA zu erreichen, die zu einer 
Reduktion der ING5 Proteinmenge in der Zelle führen 
sollte. (R.Lilischkis) 
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pSuperhMyc #4 
 
In den pSuper-Vektor wurden über die BglII- und HindIII- 
Schnittstellen die hybridisierten Oligos hmyc#4 
eingebracht. Das Plasmid wurde hergestellt, um die 
Expression von shRNA zu erreichen, die zu einer 
Reduktion der MYC Proteinmenge in der Zelle führen 
sollte. (J.Firzlaff) 
pSuper rAsh #5 
falsch 
 
In den pSuper-Vektor wurden über die BglII- und HindIII- 
Schnittstellen die hybridisierten Oligos ratASH530 
eingebracht. Das Plasmid wurde hergestellt, um die 
Expression von shRNA zu erreichen, die zu keiner 
Reduktion der Ash Proteinmenge in der Zelle führen 
sollte. Dieser Vektor wurde als Kontrollplasmid 
eingesetzt. (J.Firzlaff) 
pHA-resING5_1  
  
pHA-resING5_2 
 
Der pHA-ING5 Vektor wurde mit Hilfe des QuickChange 
Site-Directed Mutagenesis Kits und den resING5_1 bzw. 
resING5_2 Primern so mutiert, dass der neue Vektor 
silent Mutationen an der shRNA Bindungsstelle aufwies. 
Durch die eingeführten Mutationen konnte die mRNA 
entweder durch die shING5 1 oder durch die shING5 2 
nicht abgebaut werden. (U.Linzen) 
 
pHA-resING5-
T152A_1  
pHA-resING5-
T152A_2 
Dieser Vektor wurde, ausgehend von dem pHA-ING5-
T152A Vektor, mit Hilfe des QuikChange Site-Directed 
Mutagenesis Kits und den resING5_1 bzw. resING5_2 
Primern erstellt. (U.Linzen) 
pHA-resING5-
T152D_1  
pHA-resING5-
T152D_2 
Dieser Vektor wurde ausgehend von dem pHA-ING5-
T152D Vektor, mit Hilfe des QuikChange Site-Directed 
Mutagenesis Kits und den resING5_1 bzw. resING5_2 
Primern erstellt. 
(U.Linzen) 
pHA-resING5-
T152E_1  
pHA-
resING5T152E_2 
Dieser Vektor wurde ausgehend von dem pHA-ING5-
T152E Vektor, mit Hilfe des QuikChange Site-Directed 
Mutagenesis Kits und den resING5_1 bzw. resING5_2 
Primern erstellt. (U.Linzen) 
pEGFP-Tubulin 
 
Der Vektor exprimiert unter der Kontrolle eines CMV-
Promoters eine GFP-getaggte Form des Tubulins. Der 
Vektor weist bakterielle und eukaryotische (f1) 
Replikationsursprungs-sequenzen auf und kodiert 
Resistenzen gegen Kanamycin und Neomycin. 
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pEGFP-ING5(wt) Der Vektor exprimiert unter der Kontrolle eines CMV-
Promoters eine GFP-getaggte Form von ING5(wt). Der 
Vektor weist bakterielle und eukaryotische (f1) 
Replikationsursprungs-sequenzen auf und kodiert 
Resistenzen gegen Kanamycin und Neomycin. 
pEGFP-ING5-
T152A 
 
Der Vektor exprimiert unter der Kontrolle eines CMV-
Promoters eine GFP-getaggte Form von ING5(wt). Der 
Vektor weist bakterielle und eukaryotische (f1) 
Replikationsursprungs-sequenzen auf und kodiert für 
Resistenzen gegen Kanamycin und Neomycin. 
pBabePuro 
 
Der retrovirale Vektor kodiert unter Kontrolle eines CMV-
Promoters die Resistenz gegen Puromycin. (Morgenstern 
und Land, 1990) 
pRc/CMV 
 
Der Vektor besitzt einen CMV-Promoter. Er kodiert  
Resistenzen gegen Neomycin und Ampicillin. Für in vitro 
Translationen besitzt der Vektor am 5´-Ende der multiplen 
cloning site einen T7-Promoter. (Invitrogen) 
pRc/CMV-p53wt Die humane cDNA von p53 wurde durch HindIII/Xba/ in 
den pRc/CMV kloniert. 
pRc/CMV-Cyclin 
E 
Die humane Cyclin E cDNA wurde in den geschnittenen 
Vektor pRc/CMV kloniert. (R.Bernards) 
pRc/CMV-Cyclin 
A 
Die humane Cyclin A cDNA wurde in den geschnittenen 
Vektor pRc/CMV kloniert. (R.Bernards) 
pBabePuro-Bcl2 
 
Die cDNA von humanem Bcl2-α wurde über die BamHI 
Restriktionsschnittstelle in den Vektor pBabePuro 
eingesetzt. (G.I.Evan) 
pCS2+p27 
 
Die humane p27 cDNA wurde über die EcoRI 
Restriktionsschnittstelle in den pCS2+ Expressionsvektor 
kloniert. (J.Vervoorts) 
CMV-CDK2 Die CDK2 cDNA wurde in den geschnittenen Vektor 
pRc/CMV kloniert. (R.Bernards) 
CMV-CDK2dn Die CDK2 cDNA wurde in einer dominant-negativen 
Variante in den geschnittenen Vektor pRc/CMV kloniert. 
(R.Bernards) 
pCDNA3 Der Vektor besitzt einen CMV-Promoter, einen SV40-
Replikationsursprung und einen bakteriellen 
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Replikationsursprung von pBR322. Er kodiert 
Resistenzen gegen Neomycin und Ampicillin. Für in vitro- 
Translationen besitzt der Vektor am 5´-Ende der multiple 
cloning site einen T7-Promoter. (Invitrogen)  
pcDNA3Flag-Myc Das humane c-Myc wurde über BamHI/BglII in den 
pcDNA3Flag- Vektor kloniert und steht unter der 
Regulationkontrolle eines CMV-Promoters. (S.Schreek)  
pcDNA3Flag-
Myc(Ala62) 
 
Myc(Ala62) ist eine Mutante von cMyc, bei der die Basen,  
Serin an der Position 62 kodieren, zu einem Alanin durch 
Punktmutation verändert wurden. Die Mutation zu einem 
Alanin führt zu einer Unphosphorylierbarkeit des Proteins 
an dieser Stelle.  
pcDNA3-ING5 Mittels PCR wurde die cDNA von ING5 beginnend mit 
dem Startcodon aus dem pHA-ING5 Vektor amplifiziert 
und mit Restriktionsschnittstellen versehen. Das 
geschnittene Fragment wurde dann in den geschnittenen 
Vektor pcDNA3 kloniert. (U.Linzen)  
pcDNA3-ING5-
T152A 
Mittels PCR wurde die cDNA von ING5 beginnend mit 
dem Startcodon aus dem pHA-ING5-T152A Vektor 
amplifiziert und mit Restriktionsschnittstellen versehen. 
Das geschnittene Fragment wurde dann in den 
geschnittenen Vektor pcDNA3 kloniert. (U.Linzen)  
pcDNA3-ING5-
T152D 
Mittels PCR wurde die cDNA von ING5 beginnend mit 
dem Startcodon aus dem pHA-ING5-T152A Vektor 
amplifiziert und mit Restriktionsschnittstellen versehen. 
Das geschnittene Fragment wurde dann in den 
geschnittenen Vektor pcDNA3 kloniert. (U.Linzen) 
pcDNA3-ING5-
T152E 
Durch PCR wurde die cDNA von ING5 beginnend mit 
dem Startcodon aus dem pHA-ING5-T152A Vektor 
amplifiziert und mit Restriktionsschnittstellen versehen. 
Das geschnittene Fragment wurde dann in den 
geschnittenen Vektor pcDNA3 kloniert. (U.Linzen) 
pMACS 4.1 
 
Der humane CD4- Rezeptor wurde über XhoI/HindIII in 
den pMACS 4.1 Vektor kloniert. Dieser Vektor wurde als 
Selektionsmarker zusätzlich transfiziert. Mit Hilfe von CD4 
spezifischen beads gekoppelten Antikörpern konnte eine 
Selektion der positiv-transfizierten Zellen vorgenommen 
werden. (Molecular Biology Reagents) 
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4.3 Prokaryotische Expressionsplasmide 
pGEX-Myc 1-
156wt 
 
Das 156 Aminosäuren lange c-Myc Konstrukt wurde über 
BamHI und SmaI in den pGex-Vektor kloniert. Mit Hilfe 
des Glutathione S-transferase (GST) Fusionsproteins 
konnte cMyc 1-156 durch Glutathion Affinitäts- 
Chromatographie bakteriell aufgereinigt werden. 
(J.Firzlaff) 
pGEX-Myc C176 Der C-terminale Bereich (C176) des c-Myc Proteins wurde 
über SmaI/EcoRI an GST fusioniert. (B. Blackwood) 
pGEX-Myc C92 Der C-terminale Bereich (C92) des c-Myc Proteins wurde 
über SmaI/EcoRI an GST fusioniert und konnte mit Hilfe 
von Glutathion Affinitäts- Chromatographie bakteriell 
aufgereinigt werden. (B. Blackwood) 
4.4 Antikörper 
α-ING5 (7A11) Monoklonaler Antikörper aus der Ratte, erkennt spezifisch 
ING5. Er wurde durch Immunisierung von LOU/C Ratten 
mit bakteriell exprimiertem GST-ING5 Fusionsprotein von 
Frau E. Kremmer hergestellt. 
α -ING5 
(SA8061) 
Polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen (2.Blutung) 
gegen ING5. (Frau E. Kremmer) (Eurogentec) 
α -ING5 
(SA8062) 
Polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen (2.Blutung) 
gegen ING5, (Frau E. Kremmer) (Eurogentec) 
α-ING5 (ab3716) 
 
Der polyklonale Ziegen IgG Antikörper  wurde mittels 
eines synthetischen Peptids (CGLKKGRGQKEKRGS) 
hergestellt, welches der Aminosäuren 127-140 von ING5 
entspricht. (Abcam) 
α-MCM2 (N-19) Der MCM2- Antikörper ist ein polyklonaler affinitätsauf-
gereinigter Ziegen- Antikörper, der gegen ein Peptid des 
N-terminalen Bereiches des humanen MCM2 Proteins 
gerichtet ist. (Santa Cruz Biotechnology) 
α-mouse IgG + 
IgM (H+L) HRP-
gekoppelt 
Meerrettichperoxidase- gekoppelter Sekundär-Antikörper 
aus der Ziege zur Erkennung der leichten und schweren 
Ketten von murinen IgG- und IgM- Antikörpern. (Jackson 
Immuno Research) (115-036-068) 
α-rabbit IgG + Meerrettichperoxidase- gekoppelter Sekundär-Antikörper 
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IgM (H+L) HRP-
gekoppelt 
aus der Ziege zur Erkennung der leichten und schweren 
Ketten von Kaninchen IgG- und IgM- Antikörpern. 
(Jackson Immuno Research) (111-035-144) 
α-rat IgG + IgM 
(H+L) HRP-
gekoppelt 
 
Meerrettichperoxidase- gekoppelter Sekundär-Antikörper 
aus der Ziege zur Erkennung der leichten und schweren 
Ketten von Ratten IgG- und IgM- Antikörpern. (Jackson 
Immuno Research) (112-035-068) 
α-mouse 
IgG(H+L) Alexa 
555- gekoppelt 
Alexa 555 gekoppelter Sekundär-Antikörper aus der Ziege 
zur Erkennung der leichten und schweren Ketten von 
murinen IgG Antikörpern. (Jackson Immuno Research) 
(A21425) 
α-goat IgG (H) 
HRP-gekoppelt 
 
Meerrettichperoxidase gekoppelter Sekundär-Antikörper 
aus der Maus zur Erkennung der schweren Ketten von 
Ziegen IgG1 und IgG2 Antikörpern. (Sigma Bio Sciences) 
α -HA (3F10) Monoklonaler Antikörper aus der Ratte, erkennt die 
Aminosäuren 98-108 in Hämagglutinin des Influenza-
Virus. (Roche) 
α -GFP (FL) 
 
Polyklonaler Antikörper gegen full lengh GFP aus dem 
Kaninchen. Der Antikörper erkennt die Aminosäuren 1-
238. 
(Santa Cruz Biotechnology) 
α -cMyc (N262) 
 
Affinitätsgereinigtes polyklonales Serum aus dem 
Kaninchen gegen die Aminosäuren 1 bis 262 von 
humanem c-Myc. 
(Santa Cruz Biotechnology) 
α-Myc 3H2 
 
Affinitätsgereinigter monoklonaler Ratten Antikörper. 
(E.Kremmer) 
α-Pospho-ING5 
(3H5-4-4) 
Affinitätsgereinigter monoklonaler Antikörper aus der 
Ratte, erkennt spezifisch phosphoryliertes ING5. (E. 
Kremmer) 
α-Phospho-ING5 
(3H5-4-4) 
biotinyliert 
 
Affinitätsgereinigter monoklonaler Antikörper aus der 
Ratte, erkennt spezifisch phosphoryliertes ING5.  
Zusätzlich ist dieser Antikörper mit Biotin gekoppelt, um 
den Nachweis über Avidin-Peroxidase vornehmen zu 
können. (E. Kremmer)  
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α -p53 (DO-1) 
 
Monoklonaler Antikörper aus der Maus gegen die 
Aminosäuren 11-25 von humanem p53. 
(Santa Cruz Biotechnology) 
α -Cyclin E (M20) 
 
Affinitätsgereinigter polyklonaler Antikörper aus dem 
Kaninchen gegen den C-terminalen Bereich von Cyclin E. 
(Santa Cruz Biotechnology) 
α-CyclinA 
(BF683) 
Affinitätsgereinigter monoklonaler IgE Maus Antikörper 
wurde mit rekombinanten, humanen Cyclin A1 hergestellt. 
(Santa Cruz Biotechnology) 
α-Fas (CH-11) Der Antikörper ist immunoaffinitätsgereinigtes Maus- IgM; 
welches das humane Oberflächen- Antigen Fas erkennt 
und Apoptose in humanen sowie in Maus- und Ratte- 
Zellen induziert. (Upstate cell signaling solution) 
α-PARP1 Das polyklonale Kaninchenserum gegen rekombinantes  
full length PARP1 wurde im Sf9/Baculovirus-System 
produziert und erkennt Maus-, Ratte- und humanes 
PARP1. (Roche) 
α-Hbo1 
(ab37289) 
 
Der polyklonale IgG- Kaninchen- Antikörper wurde mit 
Hilfe eines synthetischen Peptids des N-terminus von 
Hbo1 generiert und erkennt spezifisch Maus-, Ratte- und 
humanes Hbo1. (abcam)  
α -p27 Monoklonales Maus IgG1 erkennt full length p27. (BD 
biosciences) 
α- BrdU 
 
Der monoklonale Maus- IgG1- Antikörper erkennt 
spezifisch Bromodeoxyuridine. (Boehringer Mannheim) 
α-CD4 
Magnetische 
Beads 
 
Der monoklonale CD4-  Antikörper (13B.8.2) erkennt das 
Membranprotein gp59. Dieser Antikörper ist an 
magnetische Immunobead gekoppelt und kann so zu 
Selektion von CD4 positiven Zellen genutzt werden. 
(Immunotech) 
α-CDK2 
 
Der monoklonale CDK2 IgG1 Antikörper (D-12) aus der 
Maus wurde mittels eines rekombinanten Peptid 
(Aminosäuren 1-298) des humanen CDK2 generiert. 
(Santa Cruz Biotechnology) 
α -Aktin (C4) Der monoklonale Antikörper aus der Maus gegen den C-
102 
terminalen Bereich von humanen Aktin. (MP Biomedicals) 
α-αTubulin (B-5-
1-2) 
Monoklonaler Maus Antikörper gegen α-Tubulin. (Sigma) 
4.5 Primerliste 
ING5_D203A_f GAG ATG ATT GGC TGT GCC AAT CCA GAC TGT 
CC 
ING5_D203A_b GGA CAG TCT GGA TTG GCA CAG CCA ATC ATC 
TC 
T152E  CAG GAG GAC ATC AGA GGA AGA CGA GCC 
AAA GAA AAA GAA GCA CAA AG 
T152Eantisense CTT TGT GCT TCT TTT TCT TTG GCT CGT CTT 
CCT CTG ATG TCC TCC TG 
W132R  GCG AGG GTT AAA AAA AGG CAG GGG TCA 
GAA AGA AAA AAG 
W132R_antisense CTT TTT TCT TTC TGA CCC CTG CCT TTT TTT 
AAC CCT CGC 
EcoRI_ING5_for AGA ATT CAT GGC GAC CGC CAT GTA CTT GGA 
G  
XbaI_ING5_rev CTC TAG ACT ACT TCT TCT TCC TCT TTT CCT G 
res_ING51  GGA AGA TAA GAA AGC AGA GAT AGA CAT ACT 
AGC TGC AGA GTA CAT CTC CA 
res_ING51antise TGG AGA TGT ACT CTG CAG CTA GTA TGT CTA 
TCT CTG CTT TCT TAT CTT CC 
res_ING52 GAT CCA GAA CGC CTA CAG CAA ATG TAA AGA 
ATA CAG TGA CGA CAA AGT G 
res_ING52antise  CAC TTT GTC GTC ACT GTA TTC TTT ACA TTT 
GCT GTA GGC GTT CTG GAT C 
siRNAJas1#1F GAT CCC CGC AGA GAT TGA CAT CCT GGT TCA 
AGA GAC CAG GAT GTC AAT CTC TGC TTT TTG 
GAA A 
siRNAJas1#1R AGC TTT TCC AAA AAG CAG AGA TTG ACA TCC 
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TGG TCT CTT GAA CCA GGA TGT CAA TCT CTG 
CGG G 
siRNAJas1#2F GAT CCC CCG CCT ACA GCA AGT GCA AGT TCA 
AGA GAC TTG CAC TTG CTG TAG GCG TTT TTG 
GAA A 
siRNAJas1#2R AGC TTT TCC AAA AAC GCC TAC AGC AAG TGC 
AAG TCT CTT GAA CTT GCA CTT GCT GTA GGC 
GGG G 
hmyc#4 GAT CCC CGC TCG TCT CAG AGA AGC TGT TCA 
AGA GAC AGC TTC TCT GAG ACG AGC TTT TTG 
GAA A  
hmyc#4as AGC TTT TCC AAA AAG CTC GTC TCA GAG AAG 
CTG TCT CTT GAA CAG CTT CTC TGA GAC GAG 
CGG G 
shMyc1  GAT CCC CGA GGG ATC GCG CTG AGT ATT 
TCA AGA GAA TAC TCA GCG CGA TCC CTC TTT 
TTG GAA A 
shMyc1_antisens  AGC TTT TCC AAA AAG AGG GAT CGC GCT GAG 
TAT TCT CTT GAA ATA CTC AGC GCG ATC CCT 
CGG G 
shMyc2 GAT CCC CCG GTG CAG CCG TAT TTC TAT TCA 
AGA GAT AGA AAT ACG GCT GCA CCG TTT TTG 
GAA A 
shMyc2_antisens AGC TTT TCC AAA AAC GGT GCA GCC GTA TTT 
CTA TCT CTT GAA TAG AAA TAC GGC TGC ACC 
GGG G 
shMyc3 GAT CCC CGA GCT AAA ACG GAG CTT TTT TCA 
AGA GAA AAA GCT CCG TTT TAG CTC TTT TTG 
GAA A 
shMyc3_antisens  AGC TTT TCC AAA AAG AGC TAA AAC GGA GCT 
TTT TCT CTT GAA AAA AGC TCC GTT TTA GCT 
CGG G 
shMyc4  GAT CCC CGT ACT ATA AAC CCT AAT TTT TCA 
AGA GAA AAT TAG GGT TTA TAG TAC TTT TTG 
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GAA A 
shMyc4_antisens  AGC TTT TCC AAA AAG TAC TAT AAA CCC TAA 
TTT TCT CTT GAA AAA TTA GGG TTT ATA GTA 
CGG G 
b-GUS_for CTC ATT TGG AAT TTT GCC GAT T 
b-GUS-rev CCG AGT GAA GAT CCC CTT TTT A 
Nekon_for TTA CAG GTA AGC ACC TCC ATG ACC 
Nekon_rev GCA AAA GCT ACC ATT TAG GAA CCC 
hCycD2prom-1 CCC CTT CCT CCT GGA GTG AAA TAC 
hCycD2prom-2 CGT GCT CTA ACG CAT CCT TGA GTC 
 
4.6 Arbeiten mit prokaryotischen Zellen 
4.6.1 Bakterienstämme 
E.coli XL10-Gold  
(Stratagene)  
Tetr D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-  
1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB lacIqZDM15 Tn10 (Tetr)  
Amy Camr]  
 
E.coli DH5   
(Invitrogen)  
F- 80dlacZ M15 (lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-  
mk+) phoA supE44 - thi-1 gyrA96 relA1  
  
E.coli BL21(DE3)  
pLysS (Stratagene)  
B F- dcm ompT hsdS(rB– mB–) gal (DE3) [pLysS Camr]  
4.6.2 Materialien für Arbeiten mit Bakterien 
LB-Medium:     1% (w/v) Trypton (AppliChem) 
       0,5% (w/v) Hefeextrakt (AppliChem) 
       1% (w/v) NaCl 
       pH 7,0 
 
Agar-Platten:     LB-Medium 
       1,5% (w/v) Bacto-Agar (Difco) 
       100µg/ml Ampicillin 
       oder 
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       50µg/ml Kanamycin 
 
SOC-Medium:     0,5% Hefeextrakt 
       2% Trypton 
       10mM NaCl 
       2,5mM KCl 
       10mM MgCl2 
       20mM MgSO4 
       20mM Glucose 
4.6.3 Methoden bei prokaryotischen Zellen 
4.6.3.1 Klonierung pCDNA3-HA-ING5-ER 
Bei einer Klonierung wurde zuerst das DNA-Konstrukt mittels PCR hergestellt 
und dann in einen Plasmid-Vektor integriert. Dieses Plasmid wurde danach in 
den Wirt transformiert und dort angereichert. Nach der DNA-Aufreinigung 
konnte dieses Konstrukt für Transfektionen oder andere Versuche eingesetzt 
werden. 
Amplifizierung von HA-ING5(wt) mittels PCR 
Phusion-Polymerase (Finnzymes)    0,02U/µl 
DNA pHA-ING5(wt)       50ng 
Primer forward        0,5µM 
Primer reverse        0,5µM 
dNTP-Mix (Fermentas)      0,2mM 
5x Puffer HF bzw. GC 
ddH2O        
10x Ladepuffer 
1% Agarosegel        Agarose 1% 
          TBE 
          3% Ethidiumbromid 
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit 
(Zymoresearch) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, um DNA zu 
vervielfältigen ohne einen lebenden Organismus zu benutzen. 
Sie besteht aus einem Denaturierungsschritt, einem Anlagerungsschritt und 
einem Elongationsschritt. 
Bei der Denaturierung wurde die Temperatur so weit erhöht, dass sich die 
DNA in Einzelstränge trennt. Danach wurde die Temperatur so weit gesenkt, 
dass sich die Primer anlagern konnten. Nach einer erneuten 
Temperaturerhöhung, wurde das Temperaturoptimum der Phusion-
Polymerase erreicht, die dann mit der Synthese der neuen Stränge beginnen 
konnte. Durch die Wiederholung der einzelnen Schritte konnte so eine 
Amplifikation stattfinden. 
PCR-Programm: 
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Zyklus Temperatur  Dauer Anzahl der Zyklen 
Erste Denaturierung 98°C 30sec 1 
Denaturierung 98°C 5sec  
Hybridisierung 60°C 15sec 30 
Elongation 72°C 30sec  
Letzte Elongation 72°C 7min 1 
Halten 4°C ∞ 1 
 
Nach dem PCR-Lauf wurde zu jedem Ansatz 10fach Ladepuffer pipettiert und 
dann auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Die DNA-Fragmente wurden bei 
einer Spannung von 130mA aufgetrennt und auf dem UV-Tisch sichtbar 
gemacht. Die  DNA- Fragmente wurden aus dem Gel ausgeschnitten und mit 
Hilfe des Zymoclean Gel DNA Recovery Kits, der Firma Zymoresearch, 
aufgereinigt. Die Extraktion wurde nach Anleitung durchgeführt.  
4.6.3.2 Isolation von RNA  
Die gesamte mRNA von eukarytischen Zellen wurde mit Hilfe des RNeasy 
Mini Kits (Qiagen) nach Angabe des Herstelles, unter zusätzlicher 
Verwendung des RNase Free DNase Kits (Qiagen), isoliert. Die RNA- 
Konzentration wurde mittels UV-Spektometrie am Nanodrop ermittelt. 
4.6.3.3 cDNA- Synthese 
Die cDNA- Synthese wurde mit dem Transcriptor First Strand cDNA Synthesis 
Kit (Roche) durchgeführt. Dazu wurden 1µg totaler RNA und 2µl random 
hexamer Primer mit RNase freiem Wasser auf 13µl Gesamtvolumen aufgefüllt 
und 10min bei 65°C zur Anlagerung der Primer inkubiert. Der Ansatz wurde 
mit 4µl 5x reverse transcriptase Puffer, 0,5µl Protector RNase Inhibitor, 2µl 
dNTP-Mix und 0,5µl der Reversen Transkriptase versetzt und 10min bei RT 
inkubiert. Die cDNA Synthese erfolgte bei 55°C 30min im Heizblock. Bei 85°C 
wurde die Reverse Transkriptase für 5min Hitze-inaktiviert. Die cDNA wurde 
sofort in der RT-PCR eingesetzt oder bei -20°C gelagert. 
4.6.3.4 Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) 
Die qRT-PCR ist eine sensitive Methode um den mRNA-Gehalt von Zellen 
spezifisch zu bestimmen. Sie erlaubt die direkte Messung der Zunahme an 
PCR-Produkt in der logarithmischen Phase der PCR-Reaktion von Zyklus zu 
Zyklus durch den Einbau eines Fluorophors. Die Zunahme der Fluoreszenz 
korreliert somit mit der Menge an PCR- Produkt. Die Zykluszahl, an der die 
Probe in die logarithmische Phase der PCR-Reaktion eintritt, korreliert mit der 
Menge an Primer- spezifischer cDNA in der Probe. 
Die RT-PCR wurde im Rcorbett Research Rotor-Gene cycler wie folgt 
durchgeführt: 
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2x Roto-Gene SYBR Green PCR Mix 5µl 
10x QuantiTect Primer Mix (rev + for) 1µl 
Template cDNA 2µl 
PCR Wasser 2µl 
 
PCR-Programm: 
Zyklus Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 
Erste Denaturierung 95°C 10min 1 
Denaturierung 95°C 15sec  
Hybridisierung 60°C 30sec 40 
Elongation 72°C 15sec  
Aufschmelzung 60-95°C 1°C/5sec 1 
Halten 4°C ∞ 1 
4.6.3.5 Restriktionsverdau 
Bei einem Restriktionsverdau werden der Vektor und die mittels PCR 
amplifizierten DNA-Fragmente mit Restriktionsenzymen an spezifischen 
Stellen in der DNA geschnitten. Durch den Verdau mit zwei unterschiedlichen 
Restriktionsenzymen benötigt man keine Phosphatasebehandlung, da der 
Vektor nicht religieren kann. 
aufgereinigte DNA       3µl 
BamHI (Fermentas)       1µl 
EcoRI (Fermentas)       1µl 
2x Tango Puffer (Fermentas)     8µl 
add. H2O          40µl 
 
10x Ladepuffer 
1% Agarosegel        Agarose 1% 
          TBE 
          3% Ethidiumbromid 
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit 
(Zymoresearch) 
 
Der Restriktionsansatz wurde zusammenpipettiert und für eine Stunde bei 
37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde zu jedem Ansatz 10fach 
Ladepuffer pipettiert und dann auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Die DNA-
Fragmente wurden bei einer Spannung von 130mA aufgetrennt und auf dem 
UV-Tisch sichtbar gemacht. An Hand der Fragmentgröße konnte das richtige 
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DNA-Konstrukte ermittelt und aus dem Gel ausgeschnitten werden. Mit Hilfe 
des ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kits wurde das DNA Konstrukt 
aufgereinigt. Die Extraktion wurde nach Anleitung des Herstellers 
durchgeführt. 
4.6.3.6 Ligation 
Insert DNA      1 bzw. 1,4µl 
Vektor DNA      1µl 
10xfach T4-Puffer (Roche)   2µl  
T4-Ligase (Roche)     0,5µl 
add.H2O       20µl 
 
Bei einer Ligation werden das 3´-Hydroxy- und das 5´-Phosphat-Ende eines 
DNA-Stranges mit Hilfe der Ligase verbunden. Meistens handelt es sich dabei 
um Vektor-DNA, in die ein bestimmtes DNA-Fragment integriert wird. 
Bei der Ligation musste darauf geachtet werden, dass es etwa einen 3fachen 
molaren Überschuss an Insert bezogen auf den Vektor gab, damit verhindert 
wurde, dass der Vektor religiert. Insert und Vektor wurden je nach 
Konzentration in einem 200-300ng Ansatz gemischt und dann wurde der 
Ansatz auf 20µl mit Wasser aufgefüllt. Die Ligation erfolgte über 1,5Std bei 
Raumtemperatur. Nach dieser Inkubationszeit wurde die T4-Ligase für 10min 
bei 65°C inaktiviert. 
4.6.3.7 PCR-Mutagenese (ortsgerichtete Mutagenese) 
Zur Erstellung von Punktmutationen in Plasmiden wurden Mutagenese-PCRs 
mit dem QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (STratagene) nach 
Herstellerangaben durchgeführt. Die Primer für die ortsgerichtete Mutagenese 
wurde mit Hilfe des online verfügbaren QuickChange Primer Design Program 
(Stratagene) generiert. Alle hergestellten Plasmide wurden mittels 
Sequenzierung überprüft. 
4.6.3.8 Herstellung von pSuper shRNA Konstrukten 
Die shRNA- Oligonukleotide  wurden mit Hilfe des online verfügbaren siDirect 
Programms (genomic.jp/sidirect) generiert. Nach Überprüfung der 
Sequenzensspezifität durch den BLAST- Algorithmus konnten die 
Oligonukleotide nach folgendem Schema hergestellt werden: 5`-GAT CCC C- 
spezifische Sequenz TTC AAG AGA- komplementäre spezifische Sequenz -
TTT TTG GAA A- 3´. Das zweite Oligonukleotid wurde nach folgendem 
Schema generiert: 5´-AGC TTT TCC AAA AA spezifische Sequenz TCT CTT 
GAA komplementäre spezifische Sequenz -GGG 3`. Die hybridisierten Oligos 
wurden dann über die BglII- und HindIII- Restriktionsschnittstellen in den 
pSuper- Vektor (Brummelkamp, 2002) integriert.  
4.6.3.9 Transformation 
Die transformationskompetenten Bakterienzellen wurden für 5-10min auf Eis 
aufgetaut, mit etwa 10ng (2µl) Plasmid-DNA gemischt und für 30min auf Eis 
4 Material und Methoden 
 
  
109 
inkubiert. Danach wurde der Hitzeschock bei 42°C für 45sec durchgeführt. 
Anschließend wurde der Reaktionsansatz erneut für 1min auf Eis gestellt, 
bevor 900µl LB-Medium (oder SOC-Medium) hinzugegeben wurde. Danach 
wurde der Ansatz für 45min unter Schütteln bei 37°C inkubiert und 
anschließend 100µl der Bakteriensuspension auf Selektionsplatten 
ausgestrichen. Diese wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. 
4.6.3.10 Mini-DNA-Präparation 
LB-Medium:     1% (w/v) Trypton (AppliChem) 
       0,5% (w/v) Hefeextrakt (AppliChem) 
       1% (w/v) NaCl 
       pH 7,0 
Ampicillin       1:1000 
ZyppyTM Plasmid Miniprep Kit  
(Zymo Research) 
Bei einer Mini-DNA-Präparation wird die Plasmid-DNA, die in den Bakterien 
angereichert wurde aufgereinigt.  
Die nach der Transformation gewachsenen Kolonien wurden gepickt und in 
3ml LB-Amp-Medium über Nacht bei 37°C geschüttelt. 1ml dieser Suspension 
wurde mit Hilfe des Mini Zyppy-Kit aufgereinigt. Die Aufreinigung wurde nach 
Anleitung des Herstellers durchgeführt. 
4.6.4 Proteinaufreinigung 
4.6.4.1 Aufreinigung von GST Fusionsproteinen 
TNE Puffer:      20mM Tris-HCl, pH 8,0 
        150mM NaCl 
        1mM EDTA 
        5mM DTT 
        1mM Pefabloc SC (Roche) 
        14µg/ml Aprotinin 
 
GST Waschpuffer:     100mM Tris-HCl, pH 8,0 
        120mM NaCl 
 
GST Elutionspuffer:     100mM Tris-HCl, pH 8,0 
        120mM NaCl 
        20mM Glutathion 
20% Glucose 
1M IPTG 
50mg/ml Lysozym 
Glutathion-Agarose (sigma) 
BL21-Bakterien wurden zunächst mit dem gewünschten pGEX-Kontrukt 
transformiert. Am nächsten Tag wurden 50ml LB/Ampicillin Medium und 0,4% 
Glucose mit 3-5 Kolonien angeimpft und über Nacht bei 37°C inkubiert. Mit 
25ml der Übernachtkultur wurden 500ml Hauptkultur angeimpft und bis zu 
einer OD600 von 0,5-0,7 inkubiert. Schließlich wurde die Kultur für 3-16Std 
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mit 1mM IPTG bei Raumtemperatur induziert. Anschließend wurden die 
Bakterien bei 5000rpm pelletiert und in eiskaltem TNE-Puffer resuspendiert. 
Durch Zugabe von 100µg/ml Lysozym wurden die Bakterien 30min auf Eis 
lysiert und zusätzlich mit Ultraschall behandelt. Die Zelltrümmer wurden 
sedimentiert (30min bei 4°C und 15000rpm) und der Überstand mit 500µl 
äqualibrierten Glutathion Sepharose 4B beads pro 30ml Lysat für 1Std bei 
4°C inkubiert. Die Gluthathion Sepharose mit dem gebundenen Protein wurde 
3x mit PBS gewaschen und dann in eine Chromatographiesäule (Biorad) 
gefüllt. Die gebundenen Proteine wurden 1mal mit GST-Waschpuffer 
gewaschen und dann 3x jeweils mit 300µl GST-Elutionspuffer eluiert. Zur 
Konzentrationsabschätzung wurden Aliquots der Fraktionen zusammen mit 
einer BSA-Verdünnungsreihe über ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt 
und mit Coomassie-Blau gefärbt. 
4.6.4.2 MBP-Aufreinigung 
NZ-Amin-Medium:      1% NZ-Amin A  
         0,5% NaCl 
         0,2% MgCl2 + 6 H2O 
         0,5% Yeast extract  
  
         Columm Puffer (C-Puffer): 
  
         20mM Tris-HCl, pH 7,4 
         200mM NaCl   
         1mM EDTA   
         1mM DTT (1:1000) frisch 
0,2% PMSF (1:1000)     frisch 
1% Apotinin (1:100)      frisch 
 
Amylose- Agarose (NEB) 
20% Glucose 
1M IPTG 
Ampicillin 
Maltose 
BL21-Bakterien wurden mit den entsprechenden pMAl-Myc Konstrukten 
transformiert. Mit 3-5 Kolonien wurde eine 20ml LB/Ampicillin Kultur angeimpft 
und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde 1l NZ-Amin-
Medium mit 10ml der Vorkultur angeimpft. Zusätzlich enthielt das Medium 
0,2% Glucose und Ampicillin. Glucose ist notwendig um die chromosomalen 
E.coli Maltose- Gene zu reprimieren, da eine von diesen eine Amylase ist, die 
Amylose auf der Affinitäts-Matrix abbauen kann. Die Hauptkultur wurde bis zu 
einer OD600 von 0,5 inkubiert und dann für 4Std bei 30°C mit 0,3mM IPTG 
induziert, sedimentiert und über Nacht bei -20°C eingefroren. Das Pellet 
wurde in Puffer C aufgenommen (10ml Puffer C pro gram Zellen) und durch 
Ultraschallbehandlung lysiert (5x 1min). Nachdem die Zelltrümmer 
abzentrifugiert worden waren, wurde der Überstand 1:5 mit Puffer C verdünnt. 
Parallel wurden 3ml Amylose- Agarose in eine Chromatographiesäule 
(Biorad) gegossen und mit 8 Bettvolumen Puffer C gewaschen. Anschließend 
wurde das verdünnte Zelllysat auf die Säule gegeben und mit 12 Bettvolumen 
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Puffer C gewaschen, dabei sollte eine Flussrate von 1ml/min eingestellt 
werden. Das gebundene Protein wurde mit 10mM Maltose in Puffer C in 1ml 
Fraktionen eluiert. Die gesammelten Fraktionen wurden wie bei der GST-
Fusionsprotein- Aufreinigung weiter untersucht. 
4.6.5 In vitro Translation 
TNT Quick Master Mix (Promega) 
[35S] Methionin (1,000Ci/mmol 10mCi/ml) (Amersham Biosciences) 
T7 TNT PCR Enhancer 
Amplify 
Die in vitro- Translation ist ein experimentelles Verfahren mit dessen Hilfe 
Plasmid-DNA  im Reaktionsgefäß zur Proteinbiosynthese verwendet werden 
kann. Hierfür wurde Retikulocytenlysat, welches die nötigen Enzyme und 
tRNA-Moleküle sowie Aminosäuren ohne Methionin enthält, eingesetzt. 
Zusätzlich wurde dem Ansatz noch radioaktivmarkiertes [35S] Methionin 
zugesetzt, um die Translationsprodukte nachweisen zu können. Anschließend 
wurde der Ansatz nach Herstellerangaben 90min bei 30°C inkubiert und dann 
über ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mit Coomassie-Blau gefärbt. 
Damit eine ausreichende, radioaktive Signalstärke erreicht werden konnte 
wurde das Gel anschließen 30min in Amplify inkubiert und dann 
vakuumgetrocknet. Zum Schluss wurde ein radio-sensitiver Film aufgelegt 
und für 2-7 Tage bei -80°C exponiert. 
4.6.6 GST-pulldown 
GST-pulldown Puffer     20mM Hepes pH 7,5 
         100mM NaCl 
         2,5mM MgCl2 
         0,1mM EDTA 
         0,05% TritonX 100 
         1mM NaF 
         2,5mM EGTA 
2xProbenpuffer 
Amylose-Agarose (NEB) 
Mit Hilfe des GST- pulldowns können direkte Interaktionen zwei 
verschiedener Proteine in vitro nachgewiesen werden. Dafür wird ein 
Interaktionspartner als GST- oder MBP- Fusionsprotein bakteriell aufgereinigt 
und das zweite Protein wird in vitro translatiert (siehe: Protokoll in vitro 
Translation). Für diesen Versuch wurden 25µl Glutathion Sepharose 4B 
beads 2mal mit jeweils 400µl GST-pulldown Puffer gewaschen und 
anschließend in 300µl GST-pulldown Puffer auf genommen. Zu den 
Glutathion- Beads wurde nun 1µg des aufgereinigten GST-Fusionsproteins 
pipettiert. Zusätzlich wurden 10µl des zweiten, in vitro translatierten Proteins 
dem Ansatz zugeführt und anschließend 1Std bei 4°C auf einem 
Überkopfschüttler inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde der Ansatz in 
ein neues Reaktionsgefäß überführt und 4mal mit GST-pulldown Puffer 
gewaschen. Zum Schluss wurden die Proben mit 20µl 2fach Probenpuffer 
versetzt, über ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mit Coomassie-
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Blau gefärbt. Der Versuch wurde, wie bei der in vitro Translation beschrieben, 
weiter durchgeführt. 
4.7 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen (Zellkultur) 
4.7.1 Eukaryotische Zelllinien 
HEK 293 
Embryonale Nieren- Zelllinie (ATCC CRL-1573), die mit Adenovirus Type 5 
(Ad5) DNA transformiert wurde. 
HEK 293T 
Im Gegensatz zu der HEK 293 Zelllinie enthält die HEK 293T Zelllinie 
zusätzlich das große T-Antigen des SV40- Virus. 
HeLa 
Epitheloide Zelllinie, isoliert aus einem humanen Cervix-Karzinom (ATCC 
CCL-2). 
MCF-7 
Humane Adenokarzinom Zelllinie aus der Milchdrüse (ATCC HTB-22). 
HCT116±p53 
Humane Karzinomzelllinie aus dem Kolon. 
U2OS 
Humane Osteosarcoma Zelllinie. 
4.7.2 Materialien für die Zellkultur 
McCoy´s 5A (Gibco) 
DMEM (Gibco) mit 4,5g/l Glucose  
PBS         140mM NaCl 
         2,6mM KCl 
         2mM Na2HPO4 
         1,45mM KH2PO4 
L-Glutamin (Invitrogen)     200mM 
Blasticidin (Invitrogen)     10mg/ml 
Doxycyclin (Sigma)      1mg/ml 
Hygromycin B (Roche)     50mg/ml 
Cycloheximide (Sigma)     100mg/ml in DMSO 
zLLL(MG132) (Sigma)     25mM in DMSO 
Hydroxyurea       10mM in PBS 
Nocodazol       1mg/ml 
Colcemid        0,4mg/ml 
Lovastatin (Sigma)      5mM 
Puromycin (Sigma)      1mg/ml 
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Penicillin/Streptomycin (Seromed)   10.000 Einheiten/10.000µg/ml 
Trypsin/EDTA (Seromed)     0,5/0,02% (w/v) in PBS 
FCS (Gibco) 
Gewebekulturschalen (Falcon)    Durchmesser 6cm, 10cm 
Gewebekulturplatten (TPP)    6-Well 
1ml Kryogefäße (Nalgene) 
4.7.2.1 Kulturbedingungen 
Ausgenommen der Zelllinie HCT116 wurden alle benutzten Zelllinien in 
DMEM- Medium unter Zusatz von 10% (v/v) FCS und 1% (v/v) 
Penicillin/Streptomycin gehalten. 
Dem Medium der MCF-7-Zelllinie wurden zusätzlich 4mM L-Glutamin 
zugesetzt. 
Die HCT-116-Zelllinie wurde in McCoy-Medium gehalten, dem zusätzlich 10% 
(v/v) FCS, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin und 2mM L-Glutamin zugesetzt 
wurden. 
Alle Zelllinien wurden in wasserdampfgesättigter Atmosphäre bei 37°C und 
5% CO2 kultiviert. 
4.7.3 Methoden bei eukaryotischen Zellen 
4.7.3.1 Kryokonservierung 
Lösungen 
Einfriermedium:     10% DMSO 
       90% FCS 
steril filtrieren und kurzfristig 
bei 4°C lagern bzw. bei –20°C 
einfrieren 
 
Nach Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Zählkammer bzw. am CASY 
werden die Zellen abzentrifugiert bei 4°C und 1500rpm und in eiskaltem 
Einfriermedium resuspendiert. Danach werden die Zellen in Kryogefäßen 
überführt, mit Zellstofftüchern umwickelt und 2-3 Tage bei –80°C abgekühlt. 
Schließlich werden die beschrifteten Kryogefäße bei –150°C eingelagert. 
4.7.3.2 Auftauen von Zellen 
Die bei –150°C gelagerten Zellen wurden schnell bei 37°C aufgetaut und 
abzentrifugiert, um das zelltoxische DMSO abzutrennen. Die Zellen wurden in 
frischem Medium resuspendiert und in entsprechende Kulturschalen 
überführt. 
4.7.3.3 Aussäen von Zellen 
Das Medium wurde gründlich von der Platte gesaugt und diese dann mit PBS 
gewaschen, um restliche zweiwertige Ionen zu entfernen, die das EDTA im 
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Trypsin inaktivieren würden. Das Trypsin wurde auf die Platte gegeben, was 
zu einem Abrunden der Zellen führt. Diese Reaktion wurde durch Zugabe von 
Medium gestoppt. Durch mehrmaliges Auf- und Abziehen mit einer Pipette 
wurden die Zellen vereinzelt und konnten nach Bestimmung der Zellzahl in 
der entsprechenden Verdünnung wieder ausgesät werden. 
4.7.4 Transiente Transfektionen 
4.7.4.1 Calcium-Phosphat-Methode 
Kulturmedium       DMEM 
         10% FCS 
         1% Penicillin/Streptomycin 
 
2 x Hebs-Puffer      274mM NaCl 
         42mM HEPES 
         9,6mM KCl 
         1,5mM Na2HPO4 
         pH 7,1 
 
HEPES-Puffer       142mM NaCl 
         10mM HEPES 
         6,7mM KCl 
         pH 7,3 
 
250mM CaCl2 
Für die transiente Transfektion von HEK293- Zellen wurde die Calcium-
Phosphat-Methode genutzt (Chen and Okayama, 1988). Bei dieser Methode 
copräzipitiert die DNA in einem Komplex mit Calciumphosphat, wird von der 
Zelle über Endocytose aufgenommen und im Zellkern extrachromosomal 
transkribiert. 
Am Tag vor der Transfektion wurden 3x105 Zellen  in einer 6cm- Kulturschale 
ausgesät. Für die Transfektion einer 6cm- Kulturschale wurden 7µg DNA in 
einem Reaktionsgefäß in 0,25M CaCl2 aufgenommen und die gleiche Menge 
an 2x HEBS zugesetzt. Nach einer zehnminütigen Inkubation wurde das 
Gemisch tropfenweise auf die Platte gegeben. Nach sechsstündiger 
Inkubation  konnte das DNA-Präzipitat im Mikroskop überprüft werden. Das 
Medium mit dem restlichen Präzipitat wurde entfernt, die Zellen mit Hepes 
gewaschen und die Zellen, mit neuem Medium für weitere 2 Tage inkubiert.  
4.7.4.2 ExGen500 
150mM steril- filtriertes NaCl 
ExGen Reagenz 
Für die transiente Transfektion von MCF-7 Zellen wurde das 
Transfektionsreagenz ExGen von der Firma Fermentas eingesetzt. ExGen ist 
ein lineares Polyethylenimin mit einer hohen kationischen Ladungsdichte. Die 
DNA bildet mit diesem Reagenz Komplexe über ionische Wechselwirkung 
aus, bindet so an die Oberfläche der Zellen und wird dort über Endozytose 
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aufgenommen. ExGen schützt die DNA und sichert den Transport zum 
Zellkern, wodurch eine hohe Transfektionseffizienz ermöglicht werden soll 
(Behr, 1996).  
Am Vortag wurden die MCF-7 Zellen in einer Dichte von 3x105 Zellen/6cm 
Platte ausgesät. Für diese Transfektion wurden 5µg DNA in einem 
Reaktionsgefäß in 200µl 150mM NaCl aufgenommen. Nach Zugabe von 
16,45µl des ExGen Reagenz wurde das Gemisch kurz gevortext und dann 
zehn Minuten inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde das Gemisch 
tropfenweise auf die Zellen gegeben. Das Medium wurde nach 12-16Std. 
gewechselt und einen Tag später konnten die Zellen für weitere Experimente 
verwendet werden. 
4.7.4.3 FuGENE HD Transfektion 
Zelllinien spezifisches Medium ohne Penicillin/Streptomycin und FCS 
FuGENE HD Transfektions Reagenz (Roche) 
Die FuGENE HD Transfektion beruht auf der Komplexbildung von der zu 
transfizierenden DNA mit dem Multi-Komponenten Reagenz. Dieser Komplex 
wird anschließend in die Zelle transportiert. 
Um eine transiente Transfektion von HCT116 Zellen zu erreichen wurde das 
FuGENE HD Transfektions Reagenz von der Firma Roche eingesetzt. Hierfür 
wurden HCT116 Zellen mit einer Zelldichte von 1x105 Zellen/6well- Platte 
ausgesät. Am nächsten Tag wurde in 100µl McCoy Medium die zu 
transfizierende DNA mit einer Maximalmenge von 2µg pipettiert. 
Anschließend wurden zu jedem Ansatz noch 3µl FuGENE HD Transfektions 
Reagenz pipettiert. Der Ansatz wurde kurz gevortext und nach einer 
zehnminütigenden Inkubation auf die Zellen gegeben. 
4.7.4.4 Polyethylenimintransfektion 
abs. Ethanol 
150mM NaCl 
lineares PEI Reagenz 
verzweigtes PEI Reagenz 
U2OS- und HCT116-Zellen wurden mittels Polyethylenimin (PEI) transient 
transfiziert. Der PEI-Methode liegt das gleichen Prinzip zugrunde, wie der 
ExGen Transfektion. Bei dieser Methode wird lineares und verzweigtes PEI in 
einem bestimmten Verhältnis gemischt.  
Beide Zelllinien wurden am Vortag mit einer Dichte von 3x105 bzw. 3,5x105 
Zellen pro 6cm Platte ausgesät. Am Tag der Transfektion wurde der lineare 
und verzweigte PEI-Stock 1:100 mit absolutem Ethanol verdünnt und ein PEI-
Mix im Verhältnis 30% linear und 70% verzweigt hergestellt. Die zu 
transfizierende DNA wurde in einem Reaktionsgefäß in 400µl 150mM NaCl 
aufgenommen. Zu jedem Ansatz wurden dann 15,95µl des PEI-Mix pipettiert. 
Es folgten 10sec Vortexen und 10min Inkubation bei RT bevor der 
Transfektionsansatz tropfenweise auf die Zellen pipettiert wurde. Nach sechs 
Stunden wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit frischem Medium 
versorgt. 
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4.7.4.5 Zell-Immunpräzipitation mit Dynabeads CD4 
PBS/EDTA       140mM NaCl 
         2,6mM KCl 
         2mM Na2HPO4 
         1,45mM KH2PO4 
         10mM EDTA 
Dynabeads-Puffer 
         140mM NaCl 
         2,6mM KCl 
         2mM Na2HPO4 
         1,45mM KH2PO4 
         0,1% BSA w/v 
    2mM EDTA 
DYNAL invitrogen bead separation (Invitrogen) 
Durch die Zell-Immunpräzipitation mit Dynabeads sollten transfizierte Zellen 
von nicht transfizierten getrennt werden können. Dafür wurden Zellen mit 
einem Zehntel pMACS 4.1 Plasmids der gesamten zu transfizierenden DNA-
Menge transfiziert. Am Tag der Zelllyse wurden die Zellen einmal mit PBS 
gewaschen und dann in 5ml PBS/EDTA bei Raumtemperatur 15min inkubiert. 
Die Zellen wurden anschließend abgespült und 2min bei 1250rpm 
abzentrifugiert. Während dessen wurden 15µl magnetische Beads pro Ansatz 
2mal mit 1ml Dynabeads- Puffer gewaschen und anschließend in 30µl 
resuspendiert. Das Zellpellet wurde in 1ml Dynabeads- Puffer aufgenommen 
und zu den gewaschenen Beads gegeben. Danach wurden Zellen und Beads 
30min bei 4°C über Kopf rotiert und anschließend für 2min auf den Magneten 
gestellt. Der Überstand wurde abgenommen und anschließend wurden die an 
die  Beads gebundenen Zellen 3mal mit 1ml Dynabeads-Puffer gewaschen. 
Zum Schluss wurden die Zellen in 200µl Zelllyse-Puffer aufgenommen und 
weiter nach dem Zelllyse-Protokoll verarbeitet. 
4.7.5 Präparation von Zelllysaten: Frackelton Extrakte 
Frackelton-Lysepuffer (F-/CoIP-Puffer)  20mM HEPES, pH 7,4 
         50mM NaCl 
         30mM Na4P2O7 
         50mM NaF 
         0,2% (w/v) TritonX-100 
         10% Glycerol 
         5µM ZnCl2 
 
Proteaseinhibitoren      2,5U/ml Pepstatin 
         2,5U/ml Leupeptin 
         0,15mM Benzamidin 
         5mM Pefabloc 
 
Phosphataseinhibitoren     20mM b-Glycerophosphat 
         1mM EGTA 
         0,1mM Vanadate 
         50mM NaF 
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Alle Arbeiten wurden auf Eis durchgeführt. Zur Herstellung der Frackelton-
Lysate wurden auf jeder 6cm- Zellkulturschale, nachdem das Medium 
gründlich abgesaugt und mit eiskaltem PBS gewaschen wurde, 200µl 
eiskalter F-Puffer gegeben. Nach 10min Inkubation wurden die lysierten 
Zellen von der Platte abgeschabt und in vorgekühlte Reaktionsgefäße 
überführt. Danach wurden die Lysate für 45sec gevortext und für 20min bei 
13200rpm in einer 4°C kalten Tischzentrifuge zentrifugiert. Die Überstände 
wurden in vorgekühlte Reaktionsgefäße überführt und die Pellets verworfen. 
Die Lysate wurden bis zur Weiterverarbeitung bei –20°C gelagert. 
4.7.6 Präparation von Zelllysaten: RIPA Extrakte und RIPA für 
phosphorylierte Proteine 
RIPA-Puffer:      10mM TrisCl, pH 7,4 
        0,15M NaCl 
        1% NP-40 
        1% Deoxycholate (DOC) 
        0,1% SDS 
        0,5 Trasylol (Aprotinin) 
 
RIPA-Puffer für phosphorylierte Proteine: 50mM Tris, pH8 
        100mM NaCl 
        50mM NaF 
        1% NP-40 
        0,5% DOC 
        0,1% SDS 
        1mM EGTA 
        20mM b-Glycerophosphat 
 
Proteaseinhibitor:     2,5U/ml Pepstatin 
        2,5U/ml Leupeptin 
        0,15mM Benzamidin 
        5mM Pefabloc 
 
Phosphataseinhibitoren :    20mM b-Glycerophosphat  
        1mM EGTA 
        0,1mM Vanadate 
        50mM NaF 
         50mM Okadaicacid 
Alle Arbeiten wurden auf Eis durchgeführt. Zur Herstellung der RIPA-Lysate 
wurden auf jede 6cm- Platte 200µl RIPA-Puffer gegeben. Die lysierten Zellen 
wurden abgeschabt und in ein Reaktionsgefäß überführt. Die Lysate wurden 
mit dem Stabsonifizierer mit 2x 20 Pulsen Ultraschall behandelt und bei 
13200rpm für 20min bei 4°C zentrifugiert. Die Überstände wurden in 
vorgekühlte Reaktionsgefäße überführt und bei –20°C bis zur 
Weiterverarbeitung gelagert. 
4.7.6.1 Kern-Extraktion 
PBS:       140mM NaCl 
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        2,6mM KCl 
        2mM Na2HPO4 
        1,45mM KH2PO4 
        100µM Vanadat 
        10mM Natriumfluorid 
 
Puffer A:       10mM HEPES-NaOH (pH 7,9) 
        1,5mM MgCl2 
        10mM KCl 
 
Proteaseinhibitoren:     0,5mM DTT 
        0,5mM PMSF 
Um die Kerne zu extrahieren, wurden die Zellen trypsinisiert und im Medium 
aufgenommen. Danach wurden die Zellen bei 4°C zehn Minuten bei 1500rpm 
abzentrifugiert, anschließend mit eiskaltem PBS gewaschen und erneut 
pelletiert. Das Pelett wurde in 3ml Puffer A resuspendiert und zehn Minuten 
auf Eis inkubiert. In dieser Zeit verdoppelt sich das Zellvolumen. Nach einem 
erneutem Zentrifugationsschritt  wurde das Pelett in dem zweifachen Volumen 
des Puffers A resuspendiert und danach mit Hilfe eines Douncer 
Homogenisierer zehnmal gedounct. Durch diesen Vorgang wurde die 
Zellmembran von den Zellkernen abgetrennt. Unter dem Mikroskop waren 
nun die Zellkerne gut sichtbar. Die Zellkerne wurden bei 10000g für 15min bei 
4°C von den Membrantrümmern befreit. Anschließend wurden die Zellkerne 
wie bei den RIPA-Lysaten aufgeschlossen. 
4.8 Proteinchemische Methoden 
4.8.1 Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese 
Laemmli-Puffer pH 8,3    25mM Tris 
        250mM Glycin pH 8,3 
        0,1% SDS 
 
4 x Ladepuffer      1320mM Tris-HCl, pH 6,8 
        40% (v/v) Glycerin 
        20% (w/v) SDS 
        0,5% (w/v) BPB 
        200mM b-MeEtOH 
 
Längenmarker      Prestained Protein Ladder, 
        ca. 10-180kDa (MBI) 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein Verfahren zur 
Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Nach der 
Auftrennung können die Proteine mit Coomassie angefärbt werden. 
Diskontinuierliche Gele bestehen aus einem unteren engporigen Trenngel 
und dem oberen großporigen Sammelgel. Nur im engporigen Trenngel kommt 
der Molekularsiebeffekt zum Tragen und führt zur Auftrennung der Proteine. 
Diskontinuierliche Gele brauchen zudem zwei verschiedene pH-Wert-
Einstellungen, die den Funktionen der beiden Gelabschnitte entsprechen. Die 
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Fokussierung der Proteine im Sammelgel erfolgt durch das Zusammenspiel 
der beiden Elektrophorese-Anionen Chlorid und Glycin. Im sauren pH (6,8) 
des Sammelgels wandert Glycin als sogenanntes Folgeion langsamer als das 
Chloridion, das als Leition bezeichnet wird. Die Proteine werden zwischen 
diesen beiden Ladungsträgern fokussiert. Im alkalischen Trenngel (pH 8,8) 
wird die Ladung des Glycins soweit erhöht, dass es seine Wirkung als 
Folgeion verliert und wie Chlorid im elektrischen Feld wandert. 
Bei der Herstellung eines Polyacrylamid-Gels findet eine Polymerisierung von 
Acrylamid und N,N´-Methylenbisacrylamid statt. Die Reaktion wird dabei von 
TEMED (N,N,N´,N´-Tetramethylendiamin) und APS (Ammoniumperoxodi-
sulfat) katalysiert. 
Das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet an die durch 
Hitzebehandlung denaturierten und in ihre Untereinheiten zerfallenen 
Proteine. Die Zahl der angelagerten SDS-Moleküle ist proportional zum 
Molekulargewicht der Polypeptide, so dass im elektrischen Feld eine 
Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht möglich ist. Die 
Ladung der Aminosäurereste des Polypeptides braucht aufgrund der starken 
negativen Ladung der SDS-Moleküle nicht berücksichtigt zu werden. 
Die zu analysierenden Proteingemische wurden in 4x Ladepuffer 
aufgenommen, 5min bei 95°C denatuiert, auf ein Gel (Sammelgel 5%ig, 
Trenngel 10/12/15%ig) geladen und bei maximal 30mA aufgetrennt. 
4.8.1.1 Westernblot 
10x Semi-Dry-Puffer    250mM Tris-Base 
       1,92M Glycin 
       pH 8,3 - 8,8 
 
1x Semi-Dry-Puffer    10% 10x Semi-Dry-Puffer  
       20% Methanol 
   
Waschpuffer     PBS (140mM NaCl 
       2,6mM KCl 
       2mM Na2HPO4 
       1,5mM KH2PO4 pH 7,2) 
       0,05% (v/v) Tween-20 
 
Blockpuffer     PBS 
       0,05% Tween-20 
       5% (w/v) Magermilchpulver 
 
Ponceau-Färbelösung   0,5% (w/v) Ponceau S 
       1% Essigsäure 
 
ECL-Kit (Pierce) 
Beim Westernblot werden die in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteinlyse 
aus der Polyacrylamidmatrix über ein senkrecht zum Gel angelegtes 
elektrisches Feld auf eine Membran aus Nitrocellulose transferiert. Bei diesem 
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Vorgang liegen Matrix und Membran übereinander, so dass das Muster der 
elektrophoretischen Auftrennung erhalten bleibt. Außerdem wird so das an die 
Proteine angelagerte SDS ausgewaschen, weshalb die Proteine renaturieren 
und teilweise ihre Sekundär- und Tertiärstruktur wieder einnehmen. Diese 
Proteine können durch Antikörper erkannt werden. 
Nach Auftrennung der Proteinlysate im Polyacrylamidgel wurden Zwei 
Whatman-Papiere und eine Nitrocellulose-Membran in Größe des Gels 
zurechtgeschnitten. Whatman und Membran wurden vor Benutzung in 1x 
Semi-Dry-Puffer getränkt. Eines der Whatman-Papiere wurde auf die negative 
Kathode gelegt, darauf folgte das Polyacrylamidgel, dann die Nitrocellulose- 
Membran, wobei darauf geachtet wurde, dass keine Luftblasen zwischen Gel 
und Membran entstanden. Zum Schluss wurden das zweite Whatman-Papier 
und die Anoden-Platte auf die Membran gelegt. Die Proteine wurden bei 
1,2mA/cm2 für 1,5Std. aus dem Gel auf die Nitrocellulose-Membran 
transferiert. Nach dem Transfer wurde die Nitrocellulose-Membran kurz in 
Wasser gewaschen und 2min in Ponceau-Lösung angefärbt. Das 
überschüssige Ponceau wurde mittel Wasser wieder entfernt. Die Membran 
wurde als nächstes 30min in Blockpuffer geblockt um, freie Bindungsstellen 
der Nitrocellulose- Membran abzusättigen. Anschließen wurde der in PBS-T 
entsprechend verdünnte primäre Antikörper auf die Nitrocellulose-Membran 
gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach der Antikörperbindung 
wurde die Membran dreimal mit Waschpuffer gewaschen und der sekundäre 
Antikörper der entsprechenden Spezies, an den eine Peroxidase gekoppelt 
ist, in der entsprechenden Verdünnung in Blockpuffer für 45min auf die 
Membran gegeben. Nach erneutem dreimaligen waschen der Membran mit 
PBS-T erfolgte die autoradiographische Detektion mit dem ECL-Kit nach 
Herstellerangaben. Anschließend erfolgte die Detektion mit einem 
automatischen Kamera-assoziierten Chemie-Dokumentations-System. 
4.8.1.2 Blot-stripping 
Strippingbuffer      62,5mM Tris 
        2% SDS 
Für eine Zweitdetektion von Zielproteinen auf einer Nitrocellulose-Membran 
mussten zuerst die alten gebundenen Antikörper entfernt werden. Hierfür 
wurde die Nitrocellulose-Membran mit Strippingbuffer bedeckt. Für jeden ml 
Puffer wurden 5,14µl beta-Mercaptoethanol zugegeben und es folgte eine 
Inkubation der Membran bei 55°C für 15min. Nach der Inkubation musste die 
Membran mehrmals mit PBS-T gewaschen werden bis alle Reste des beta-
Mercaptoethanol entfernt waren. Nach erneutem Blocken mit Blockpuffer, 
wurde die Membran mit den neuen primären und sekundären Antikörpern 
inkubiert. Die Inkubation erfolgte, wie in der Western-Blot-Methode 
beschrieben. 
4.8.1.3 (Co-) Immunpräzipitation 
Frackelton-Zelllysat 
Protein-G- bzw. Protein-A-Sepharose-Beads  
Primärer Antikörper 
Frackelton- Lysis- Puffer 
4 Material und Methoden 
 
  
121 
2 x Ladepuffer 
Eine Immunpräzipitation ist eine molekularbiologische Methode zum 
Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen in vivo. Der Nachweis einer 
Protein-Wechselwirkung erfolgt bei einer Immunpräzipitation mit Hilfe eines 
Antikörpers, der ein Protein zusammen mit gebundenen Interaktionspartnern 
aus einem Proteingemisch heraus präzipitiert. Das präzipitierte Protein und 
seine Interaktionspartner werden im Western-Blot nachgewiesen.  
Abhängig von der Immunglobulinunterklasse wurden Protein A- oder Protein 
G- gekoppelte Sepharose Beads genutzt. Die Beads (20µl/300µl Lysat) 
wurden zunächst dreimal mit Lysis-Puffer gewaschen. Danach wurde eine 
50%ige Suspension der Beads mit Lysis-Puffer hergestellt, 1-2µg primären 
Antikörper dazu gegeben und zu 300µl Frackelton-Lysat gegeben. Dieses 
Gemisch wurde für zwei Stunden bei 4°C auf dem Überkopfschüttler inkubiert. 
Im Anschluss wurden die Beads abzentrifugiert, dreimal mit Lysis-Puffer 
gewaschen und mit 20µl 4x Ladepuffer versetzt. Die Proben wurden für 3 
Minuten bei 95°C aufgekocht und auf ein 12%iges SDS-Gel geladen. Die 
Immunpräzipitation wurde im Anschluss mittels Westernblot kontrolliert.  
4.8.1.4 Reporterassay und b-Galactosidaseassay 
5x Extraktionspuffer    15,14g Tris 
       20ml 0,5M EDTA pH8,0 
       50ml Triton X-100 
       mit 85% H3PO4 auf pH7,8 einstellen 
       1M DTT frisch zugeben 
 
Z-Puffer (10ml)     21,36g Na2HPO4 (MW: 177,99) 
       11,04g NaH2PO4 (MW: 137,99) 
       20ml 1M KCl 
       2ml 1M MgSO4 
       frisch zugeben: 
       50mM b-Mercaptoethanol 
       4mg/ml ONPG 
 
Na2CO3      1M 
 
Measuringbuffer     25mM Glycylglycin 
       15mM MgSO4x7H2O 
       frisch zu geben: 
100mM ATP 
 
Luciferin       25mM  
Mit Hilfe des Reportersystems kann die Aktivität eines Promoters untersucht 
werden. Hierbei werden Promoterkonstrukte vor das Luciferasegen kloniert. 
Dieses Konstrukt wird mittels Transfektion in Zellen eingebracht. Die 
Promoteraktivität wird über die Luciferaseexpression bestimmt, welche 
Lucifern in einen messbaren Farbstoff umsetzt.  
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Nachdem das Promoterkonstrukt in die Zelle transfiziert wurde, wurden die 
Zellen in einfachem Extraktionspuffer lysiert und bei 13200rpm und 4°C 
abzentrifugiert. Für die Luciferase-Messung wurden 20µl des Lysats und 
100µl Measuringbuffer in eine weiße 96Well-Platte pipettiert. Die Reaktion 
wurde durch Zugabe von 35µl Luciferin gestartet und der Farbumschlag im 
bei 405nm im Biolumator (Victor) gemessen. 
Als Transfektionskontrolle wurde das b-Galactosidaseplasmid cotransfiziert 
und die b-Galactosidase gemessen. Hierfür wurden 20µl des Lysats in eine 
durchsichtige 96 Well-Platte pipettiert. Die Reaktion wurde mit 125µl Z-Puffer 
gestartet. Dadurch färbte sich der Ansatz proportional zur b-
Galactosidasemenge gelb. Die Gelbfärbung wurde mit 65µl Na2CO3 gestoppt 
und der Farbumschlag im Biolimator (Victor) bei einer Wellenlänge von 
405nm ermittelt. 
4.8.1.5 Koloniebildungs-Assay 
Methylen Blau Lösung   0,2%(w/v) Methylen Blau in MeOH 
Puromycin     1mg/ml 
Der Tag vor der Transfektion wurden 2,5x 105 HCT116-Zellen in eine 6cm 
Kulturschale ausgesät. Als Transfektionsreagenz wurde FuGENE HD 
verwendet. 8-9Std. nach der Transfektion wurden die Zellen mit 2µg/ml 
Puromycin für 23Std. selektioniert. Anschließend wurde das Medium 
gewechselt und die Zellen inkubiert, bis die Kontroll-Schale eine 90% 
Konfluenz zeigte. Zum Fixieren und Anfärben der Kolonien wurden die Zellen 
einmal mit PBS gewaschen und die Flüssigkeit gründlich abgesaugt. Auf die 
Zellen wurden ca. 1ml Methylen Blau- Lösung gegeben und 30min bei RT 
inkubiert. Die Zellen wurden zum vollständigen Entfernen von unspezifischer 
Hintergrundfärbung vorsichtig in Wasser geschwenkt. Alle Kolonien über einer 
festgesetzten kritischen Größe wurden gezählt. 
4.8.1.6 Zellzyklus Analyse mittels FACS 
Vybrant DyeCycleTM Violet Stain 
FACSCanto II  
Mit Hilfe des FACS (=fluorescence activated cell sorting) können Zellen einer 
entsprechenden Phase des Zellzyklus zugeordnet werden. In normal 
wachsenden Zellen kann man Zellen drei Hauptphasen des Zellzyklus 
zuordnen: G0/G1-Phase (ein Satz von gepaarten Chromosomen pro Zelle), S-
Phase (DNA Synthese mit einer variablen Menge an DNA), und G2/M-Phase 
(doppelter Chromosomensatz pro Zelle). Das Vybrant DyeCycleTM Violet Stain 
ist DNA spezifisch, Zellmembran- durchgängig und nicht- fluoreszierend bevor 
es an doppelstränige DNA bindet und kann so auch in lebenden Zellen 
verwendet werden. Somit ist die gemessene Fluoreszenz proportional zur 
DNA Menge. 
Hierzu wurden 8x104 HCT116 Zellen am Tag vor der Transfektion in einer 
6well-Platte ausgesät. Ein bis zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen 
trypsinisiert, abzentrifugiert und mit einer Zellzahl von 1x106 Zellen pro ml in 
Medium aufgenommen. Zu jedem Ansatz wurde 1µl Vybrant pipettiert und 
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nach einer Inkubationszeit von 45min mit Hilfe des FACSCanto II analysiert. 
Die Auswertung wurde mittels des Flowjo- Programms durchgeführt. 
Apoptosemessung mittels Annexin V und Propidium Iodid Färbung 
Annexin V- eFluor 450 (eBioscience) 
10x Binding Buffer (eBioscience) 
Propidium Iodid 
PBS 
FACSCanto II  
Annexin V gehört zu der Familie  der Calcium- abhängigen Phoshpolipid 
bindenden Proteine und bindet an Phosphatidylserin (PS). PS ist in der 
inneren Plasma Membran von Zellen lokalisiert. Die Induktion von Apoptose 
führt zu einer Translokation von PS zur extrazellulären Membran, was ein 
Signal zur Phagozytose darstellt. In der frühen Phase der Apoptose ist zwar 
PS an der extrazellulären Membran über Annexin V- Bindung nachweisbar, 
die Zellmembran ist aber noch intakt, so dass Propidium Iodid (PI) nicht in die 
Zelle eindringen kann. In der späten Phase der Apoptose wird die Zelle 
permeabel, PI kann in die Zelle eindringen und zusätzlich kann Annexin V 
auch innen an PS binden. Durch den Nachweis von Annexin V bzw. Annexin 
V und PI kann so im FACS eine Unterscheidung zwischen früher und später 
Apoptose erfolgen. 
Im Experiment wurden 8x104 HCT116- Zellen in einer 6well-Platte ausgesät. 
Nach ein bis zwei Tagen wurden die Zellen typsinisiert und einmal mit PBS 
gewaschen. Anschließend wurden 5x106 Zellen/ml in 1x Binding Buffer 
verdünnt und 100µl der Zellsuspension mit 5µl Annexin V für 15min bei RT 
inkubiert. Für die PI- Färbung wurde die Zellsuspension mit 200µl 1x Binding 
Buffer verdünnt und 5µl PI zugegeben. Die Apoptose wurde mit Hilfe des 
FACSCanto II gemessen und mittels des Flowjo-  Programms ausgewertet. 
4.8.1.7 BrdU-Einbau 
3,7% Paraformaldehyd in PBS 
Permeabilisierungs-Puffer   0,2% TritonX-100 in PBS 
Block-Puffer      0,1% TritonX-100 
       1% BSA 
       in PBS 
300µg/ml DNase I 
Hoechst 33258 (1mg/ml) 
Moviol mit Isopropylgallat 
Der BrdU-Einbau ist eine Methode um proliferierende Zellen nachweisen zu 
können. Hierbei wird das Bromdesoxyuridin von der Zelle aufgenommen und 
anstelle des Desoxythymidintriphosphat während der S-Phase des Zellzyklus 
in die neu synthetisierte DNA eingebaut. Mit Hilfe eines spezifischen 
Antikörpers kann so die neu synthetisierte DNA immunhistochemisch 
nachgewiesen werden und dadurch replizierende Zelle identifiziert werden. 
Deckgläschen mit einem Durchmesser von 18mm wurden durch das Einlegen 
in Ethanol entfettet, sterilisiert und auf dem Boden von 12well Zellkulturplatten 
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platziert. Darauf wurden die Zellen ausgesät (4x104 HCT116) und am 
nächsten Tag durch FuGENE HD transfiziert. Am zweiten Tag wurden die 
Zellen 30min mit 100µM BrdU inkubiert und anschließend, nach einmaligen 
waschen, mit 3,7% Paraformaldehyd 20min fixiert. Damit die Zellen 
permeabel für den BrdU-Antikörper werden konnten, wurden sie 10min mit 
dem Permeabilisierungs-Puffer inkubiert. Im Anschluss wurden unspezifische 
Bindungsstellen für den primären Antikörper mit Hilfe des Block-Puffers 
geblockt. Für die Bindung des Antikörpers an das BrdU wurde ein DNase 
Verdau 60min bei 37°C durchgeführt. Der primäre BrdU-Antikörper wurde 
1:100 in 0,2%BSA in PBS verdünnt und die Zellen 1h bei 37°C in einer 
feuchten Kammer mit dem Antikörper inkubiert. Nach zweimaligem waschen 
wurde der sekundäre Alexa555 gekoppelte Antikörper 1:2000 verdünnt und 
30min, im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Für die Kernfärbung 
wurden die Zellen anschließend zweimal mit PBS und einmal mit Wasser 
gewaschen und dann mit Hoechst angefärbt. Zum Schluss wurde auf einen 
Objektträger 10µl Moviol pipettiert und darauf die Deckgläschen mit den 
Zellen nach unten gelegt. Das Betrachten und Fotografieren erfolgte mit dem 
Fluoreszenz-Mikroskop Olympus IX50 und der Software ImageJ. 
 
4.8.1.8 Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) 
Q2 RIPA-Puffer:    10mM Tris-HCl, pH7,5 
       1mM EDTA 
       0,5mM EGTA 
       1% TritonX-100 
0,1% SDS 
0,1% Na-deoxycholate 
140mM NaCl 
 
PBS 
 
37% Formaldehyde 
1,25M Glycine 
 
Q2 ChIP Lyse- Puffer:   50mM Tris-HCl, pH8,0 
       10mM EDTA 
       1% SDS 
       1mM PMSF 
       Protease Inhibitor Cocktail (Fermentas) 
 
Q2-ChIP Verdünnungspuffer:  Q2 ChIP RIPA Puffer 
       Protease Inhibitor Cocktail 
       1mM PMSF 
 
Te pH 8,0      10mM Tris-HCl pH8,0 
       10mM EDTA 
 
Q2 ChIP Elutions-Puffer:   20mM Tris-HCl pH7,5 
       5mM EDTA 
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       50mM NaCl 
 
Q2 ChIP Elutions-Puffer/SDS  Q2 ChIP Elutions-Puffer 
       1% SDS 
 
RNase A 10mg/ml 
Proteinase K 50mg/ml 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 
Chloroform/Isoamylalkohol 24:1 
3M Na-Acetat pH5,2 
20mg/ml Glycogen 
Ethanol (eiskalt) 100% 
Ethanol (eiskalt) 70% 
 
Mit Hilfe der Chromatin- Immunopräzipitation (ChIP) können Proteine, die an 
das Chromatin in Zellen binden nachgewiesen werden. Hierfür wird die 
Protein- DNA-Bindung durch die Fixierung mit Formaldehyd (crosslinking) 
stabilisiert. Anschließend wird durch Sonifizierung das Chromatin auf hundert 
Basenpaare zerkleinert und mittels Antikörpern das Protein mit der 
gebundenen DNA immunopräzipitiert. Die isolierten DNA- Protein- Komplexe 
werden wieder voneinander gelöst (reverses crosslinken). Die spezifische 
DNA kann durch qRT- PCR nachgewiesen werden.  
Das Protokoll wurde für HDF- Zellen optimiert und wie folgt durchgeführt.  
Herstellung des Antikörper-Bead Komplexes 
Für jeden ChIP-Ansatz wurden jeweils 10µl Protein A- bzw. ProteinG- 
magnetische Beads an einen Magneten gebunden und zweimal mit 500µl 
RIPA-Puffer gewaschen. Anschießend wurden die Beads in 10µl RIPA- Puffer 
resuspendiert in 200µl PCR-Gefäße überführt und weitere 90µl RIPA- Puffer 
dazu pipettiert. Nach Zugabe von 2,4µg spezifischen Antikörper wurde der 
Ansatz für 2Std. bei 4°C Überkopf inkubiert. Die Antikörpermenge entsprach 
genau der Bindungskapazität von 10µl Dynabeads.  
Fixierung der Zellen 
Während der Inkubation wurde eine Platte mit HDF-Zellen trypsinisiert und die 
Zelldichte bestimmt. Die restlichen Platten wurden mit einer finalen 
Konzentration von 1% Formaldehyd im Medium für 8min bei RT inkubiert. 
Dabei wurden die Proteine untereinander und die Proteine auf der DNA 
gecrosslinkt. Dieser Schritt muss für jede Zelllinie spezifisch optimiert werden. 
Zum Abstoppen der Reaktion wurde 1,25M Glycin in einer finalen 
Konzentration von 125mM ins Medium gegeben und weitere 5min inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in 3ml PBS von der 
Platte gekratzt und für 5min bei 4°C, 1500rpm abzentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen, die Zellen in 1x106 pro 100µl Lyse-Puffer aufgenommen 
und weitere 5min auf Eis inkubiert. Das Lysat wurde 50min in 30sec Zyklen 
bei 4°C sonifiziert. Als Kontrolle wurden 10µl des Lysats auf ein 1% 
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Agarosegel aufgetragen und die Fragmentgrößen abgeschätzt. Daraufhin 
wurde das restliche Lysat 15min bei 15°C max. rpm. abzentrifugiert. 
Immunopräzipitation 
Das Lysat wurde 1:10 in Verdünnungspuffer verdünnt, um die SDS 
Konzentration zu reduzieren. Das Antikörper- Beads- Gemisch wurde über 
einen eiskalten Magneten isoliert und mit 100µl Lysat vereinigt, so dass nun 
1x105 Zellen pro ChIP- Ansatz eingesetzt wurden. Zusätzlich wurden 100µl 
verdünntes Lysat als Input- Kontrolle eingefroren. Die Ansätze wurden bei 
4°C über Nacht auf einem Überkopfschüttler inkubiert. Am nächsten Tag 
wurden die Ansätze auf den Magneten gestellt, so dass die Beads binden 
konnten, und der Überstand abpipettiert. Die Beads wurden zweimal mit 100µl 
RIPA- Puffer 5min bei 4°C auf dem Überkopfschüttler gewaschen. 
Anschließend wurden sie in gleicher Weise mit 100µl TE gewaschen und in 
ein neues 200µl PCR- Gefäß überführt. Die Beads wurden wieder über einen 
Magneten immobilisiert und der Überstand abpipettiert. 
DNA-Elution und reverses crosslinken 
Die gecrosslinkte DNA wurde mit 150µl des Elutionspuffer mit SDS von den 
Beads eluiert und mit 1µl RNase A (10mg/ml) für 30min bei 37°C und 
1300rpm auf einem Schüttler inkubiert. Der Input wurde auf zwei 50µl Ansätze 
aufgeteilt und in der gleichen Weise behandelt. Anschließend wurden DNA 
und Protein durch eine 2Std. Inkubation mit 1µl Proteinase K (50mg/ml) bei 
68°C 1300rpm reverse gecrosslinkt. Die Beads wurden über einen Magneten 
immobilisiert und der Überstand mit DNA und Protein wurde in ein neues 
Gefäß überführt. Anschließend wurde der Proteinase K- Verdau für 5min 
wiederholt und die Überstände bzw. der Input wurden vereinigt. 
DNA Isolation 
Die ChIP- Eluate wurden mit 200µl Elutionspuffer ohne SDS verdünnt und die 
DNA wurde mit 500µl Phenol/Chloroform/IAA von den Proteinen getrennt, 
gevortext und anschließend 5min die Phasen durch Zentrifugation getrennt. 
Die obere Phase wurde in ein neues Gefäß überführt und mit 500µl 
Chloroform/IAA gewaschen, gevortext und zentrifugiert. Die obere Phase 
wiederum wurde in ein neues Gefäß überführt und die DNA mit 40µl Na-
Acetat und 2,5 Volumen eiskalten Ethanol (100%) bei –80°C gefällt. 
Zusätzlich wurde dem Ansatz 1µl Glycogen zugesetzt um eine besser Fällung 
zu erreichen. Die DNA wurde 30min bei 4°C abzentrifugiert, zweimal mit 
eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen und anschließend in einem Thermomixer 
getrocknet. Zum Schluss wurde die DNA in 100µl TE-Puffer gelöst und mittels 
qRT-PCR amplifiziert. 
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6 Anhang 
6.1 Abkürzungen 
 
°C   Grad Celsius 
α-   anti- 
Ac-   Acetyl 
β-Gal   β-Galactosidase 
β-MeETOH  β-Mercaptoethanol 
µ   Mikro- 
A. dest  destilliertes Wasser 
Abb.   Abbildung 
Ad5   Adenovirus 5 
Amp   Ampicillin 
Apaf-1  apototic protease-activating factor 1 
APC   anaphase-promoting complex 
APS   Ammonium-Persulfat 
ATCC   American Type Culture Collection 
ATP   Adenosintriphosphat 
b   basic region 
Bax   Bcl-2 associated X protein 
BcL-2   B-cell lymphoma protein 2 
BH   Bcl-2 homology 
BID   BH3 interacting domain death agonist 
bp   Basenpaar 
BSA   bovine serum albumin, Rinderserumalbumin 
c   Konzentration 
C   Carboxyl-Terminus, C-Terminus 
ca.    circa 
CBP   CREB binding protrein 
CDK   cyclin dependent kinase 
138 
cDNA   komplementäre DNA 
cm   Zentimeter 
CMV   Cytomegalie-Virus 
Co-IP   Co-Immunpräzipitation 
 
Da   Dalton 
ddH2O  doppelt destilliertes Wasser 
DMEM  Dulbecco´s modified Eagle´s Medium 
DMSO  Dimethysulfoxid 
DNA   Desoxyribonucleinsäure 
dsDNA  double stranded DNA 
DTT   Dithreitol 
E-Box   Promoter-Enhancer-Element 
E.coli   Eschericchia coli 
ECL   enhanced chemiluminescence 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
EGFP   enhanced green fluorescent protein 
EtBr   Ethidiumbromid 
EtOH   Ethanol 
FADD   Fas-associated death domain 
FCS   fetal calf serum; fötales Kälberserum 
g   Gramm 
GFP   green fluorscent protein 
GST   Gluthation-S-Transferase 
GW   Gateway System 
h    hour; Stende 
HA   Hämagglutinin 
HAT   Histon-Acetyltransferase 
HDAC   Histon-Deaceylase 
Hebs   HEPES buffered saline 
HEPES  N-2-Hydroxyethyl-Piperazin-N´-2-Ethansulfonsäure 
His   Histidin 
Hs   Homo sapiens 
Ig   Immunglobulin 
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ING   inhibitor of growth 
IP   Immunpräzipitation 
Kan   Kanamycin 
kb   Kilobasen = 1000 Basenpaare 
kDa   Kilo-Dalton 
l   Liter 
LB   Luria Broth 
LZ   leucin-zipper 
µ   Mikro- 
m   Mili- 
M   Molar 
mA   Mili-Ampere 
Mad   max dimerization protein 
MAPK   mitogen-activated protein kinase 
Max   myc-assosiated factor X 
β-MeEtOH  β-Mercaptoethanol 
MEM   Modified Eagle Medium 
min   Minute 
mRNA  messenger RNA; Boten-RNA 
n   Nano- 
N   Amino-Terminus, N-Terminus 
neo   Neomycin-Resistenzgen 
NLS   nuclear localisation sequence 
nt   Nucleotide 
NTS   nuleolar translocation signal 
Nuc   Nukleus 
OD   optische Dichte 
ONPG  O-Nitrophenyl- β-D-Galactosidase 
ORF   open reading frame 
ORC   origin recognition complex 
ori   origin of replication 
p   Pico- 
PAA   Polyacrylamid 
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PAGE   Palyarcylamid-Gelelektrophorese 
PBS   phosphate buffered saline 
PCR   polymerase chain reaction 
Pen/Strep  Penicillin/Streptomycin 
pH   pH-Wert 
PHD   plant homeo domain 
Puro   Puromycin 
qRT-PCR  quantitative Real-time-PCR 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNAi   RNA interference 
Rnase   Ribonuclease 
rpm   rounds per minute 
RT   Raumtemperatur 
S   Serin 
SDS   sodium dodecyl sul fate 
sec   second 
shRNA  short hairpin RNA 
ssDNA  single stranded DNA 
SV40   Simianvirus Typ 40 
T   Threonin 
T   Thymin 
TAD   Transaktivierungsdomäne 
TBE   Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TCA   Trichloressigsäure 
TE   Tris-EDTA-Puffer 
TEMED  Tetramethylethylendiamin 
Tet   Tetracyclin 
Tris   Tris-Hydroxymethylaminomethan 
U   units 
U   Uracil 
Ub   Ubiquitin 
UV   Ultraviolett 
V   Volt 
v/v   Volumen pro Volumen-Verhältnis 
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w/v   Gewicht pro Volumen-Verhältnis 
wt   Wildtyp 
z.B.   zum Beispiel 
zeo   Zeocin 
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